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AP 1: Proteína activadora 1
ARN: Ácido ribonucleico
ATP: trifosfato de adenosina
BUN: nitrógeno ureico en sangre
B: Basal
cADN: ADN complementario
cAMP: Adenosín monofosfato cíclico
Canales KATP: canales de potasio sensibles a ATP
CD73: Clúster de diferenciación 73
cGMP: Guanosín monofosfato cíclico
COX-2: Ciclooxigenasa 2
DE: desviación estándar
DIR: daño por isquemia-reperfusión
DPA: daño pulmonar agudo
ELISA: Ensayo por Inmunoabsorción Ligada a Enzimas
eNOS: Óxido nítrico sintasa endotelial
ERO: especies reactivas de oxígeno
FC: Frecuencia cardiaca
Fig: Figura
Grupo CON: Grupo control
Grupo PI: Grupo precondicionamiento isquémico
Grupo SHAM: grupo simulado
     
     
     
   
   
    
   
    
   
   
   
   
   
   
    
  
   
   
      
        
  
     
        
        
              
HO-1: Hemo-oxigenasa 1 (Isoforma inducible)
HO-2: Hemo-oxigenasa 2 (Isoforma constitutiva)
HPS: Proteínas de choque térmico
IC: Índice cardiaco
IgG: Inmunoglobulina G
iκB: inhibidor fracción B
IL-1: Interleuquina 1











MCP-1: proteína quimiotáctica de monocitos 1
MFG-E8: Grasa de la leche glóbulo-EGF factor de 8 proteínas
mM: minimolar
mmHg: milimétros de mercurio
NADP: forma oxidada de la nicotinamida adenina dinucleótido fosfato
NADPH: forma reducida de la nicotinamida adenina dinucleótido fosfato
NFκB: Factor nuclear protenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas
  
   
    
     
     
   
      
     
      
   
   
   
   
  
  
    
  
   
    
    
         
     
      
   
     
nm: nanómetro
NO: Óxido Nítrico
NOS: Óxido nítrico sintasa
nNOS: Óxido nítrico sintasa neuronal
PAF: Factor activador de plaquetas
PAM: Presión arterial media
PCR: Reacción en cadena de la polimerasa
PECAM-1: molécula de adhesión celular plaqueto-endotelial 1
PCO2: Presión arterial de dióxido de carbono
PGE2: Prostanglandina E2 
PI: Precondicionamiento isquémico
PIR: precondicionamiento remoto
PKC: Proteína quinasa C 
PMN: polimorfonucleares
Pn: Pre-neumonectomía
PO2: Presión arterial de oxígeno
PRp: Pre-reperfusión
rARN: ARN ribosomal
Rp-10’: 10 minutos post-reperfusión
Rp-30’: 30 minutos post-reperfusión
RT-PCR: Reacción en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa
SDOM: síndrome de disfunción orgánica múltiple
SDRA: Síndrome de distrés respiratorio agudo
SDS: Dodecilsulfato sódico
SRIS: síndrome de respuesta inflamatoria sistémica
     
       
   
       















TNFα: Factor de necrosis tumoral alpha
 




XIAP: Factor inhibidor de la apoptosis X
 
2-ΔΔCT: método 2 delta delta umbral de ciclo
 
                                                                                                                    
                                                                          
                                                                                        
                                                                      
                                                                                            
                                          
                                                                        
                                                                
                                                                                     
                                                             
                                                                                  
                                                              
                                                    
           
                                                                                        
                                        
                                     
                                                                    
                                                                             
                                                 
                                                                                
                                                 
                          




1.1 Daño por isquemia-reperfusión (DIR) 29

1.1.1 Fisiopatología del DIR 30
 
1.1.1.1 Respuesta microvascular local 30
 
1.1.1.2 Estrés oxidativo 31
 
1.1.1.3 Papel de las especies reactivas de oxígeno (ERO) 32
 
1.1.1.4 Mediadores de la inflamación 32
 
1.1.1.5 Metabolismo del Óxido Nítrico (NO) 36
 
1.1.2 Manifestaciones clínicas 37
 
1.1.3 Modelos experimentales y clínicos de DIR 39
 
1.2 Isquemia-reperfusión pulmonar 41
 
1.2.1 Fisiopatogenia del daño por IR pulmonar 43
 
1.2.1.1 Efectos microvasculares de la IR pulmonar 43
 
1.2.1.2 Estrés oxidativo en el daño por IR pulmonar. Especies reactivas

de oxígeno (ERO) 43
 
1.2.1.3 Papel de los leucocitos y las plaquetas en la IR pulmonar 44

1.2.1.4 Papel de las moléculas de adhesión en la IR pulmonar 44
 
1.2.1.5 Papel del NO en la IR pulmonar 45
 
1.2.1.6 Sistema Hemo-oxigenasa 46
 
1.2.2 Modelos experimentales de daño por IR pulmonar 46
 
1.3 Precondicionamiento isquémico 48
 
1.3.1 Precondicionamiento isquémico clásico o directo 49
 
1.3.1.1 Moléculas implicadas en el precondicionamiento isquémico 51
 
1.3.2 Precondicionamiento isquémico remoto o indirecto 54
 
                 
                                                                                                     
                                                                                                         
                                                                                                   
                                                                                                         
                                                                                                 
                                                                                                      
                                                                                                                        
                                                                                                                                        
                                                                               
                                                                              
                                                                                     
                                                                                                                         
                                                                              
                                                                                         
                                                                                           
                                                                                           
                                                           
                                                                                  
                                                                                      
                                                          
                                                                                                       
                                                                                                                      
                                                                                                        
                                                                                             
1.3.3 Modelos experimentales y clínicos de precondicionamiento isquémico 55
 
2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 57
 
2.1 Hipótesis principal 59
 
2.2 Hipótesis secundarias 59
 
2.3 Objetivo principal 60
 
2.4 Objetivos secundarios 60
 






3.2.1 Material biológico: animales 63
 
3.2.2 Aparataje y material fungible 64
 




3.3.1 Descripción del experimento 68
 
3.3.2 Protocolo anestésico 69
 
3.3.3 Protocolo quirúrgico 70
 
3.3.4 Diseño experimental 74
 
3.3.5 Momentos de medición y toma de muestras 75
 
3.3.6 Variables hemodinámicas 76
 
3.3.7 Variables gasométricas 77
 
3.3.8 Variables bioquímicas en el tejido hepático 77
 




4.1 Variables generales 85

4.2 Variables hemodinámicas 86
 
                                                                                                 
                                                                                                   
                                                                                
                                                  
                                             
                                                   
                                                                           
                                                                                                         
                                                                                                                         
                                       
                                                              
                                                                                                               
                                                                                                                   








4.4 Variables bioquímicas 94
 
4.4.1 Citoquinas proinflamatorias 94
 
4.4.2 Proteína quimiotáctica de monocitos 1 (MCP-1) 102
 
4.4.3 Citoquina antiinflamatoria Interleuquina 10 (IL-10) 105
 
4.4.4 Factor de transcripción nuclear kappa B (NFκB) 108
 






5.1 Efectos del síndrome de isquemia-reperfusión pulmonar 117
 












          
          
       
        
          
 
          
             
             
           
          
              
          
          
        
           
    
        




El daño por isquemia-reperfusión es reconocido como un serio problema que acompaña
a diversos procedimientos médicos y quirúrgicos habituales tales como la terapia trombolítica, el 
trasplante de órganos, la angioplastia coronaria y el by-pass cardiopulmonar.
La isquemia-reperfusión pulmonar induce una respuesta inflamatoria local en el propio 
parénquima pulmonar caracterizada por daño alveolar inespecífico, edema pulmonar e
hipoxemia.
La isquemia-reperfusión pulmonar también induce una respuesta inflamatoria sistémica
con afectación de órganos remotos, la cual es incluso más dañina que sus efectos locales.
Estudios previos han demostrado en modelos clínicos y experimentales que el hígado es
particularmente sensible a la liberación de mediadores inflamatorios, hecho que ocurre tras la 
isquemia-reperfusión de órganos remotos tales como: riñón, intestino y músculo esquelético.
Se ha comprobado que el precondicionamiento isquémico directo es capaz de proteger a
diversos órganos frente al daño por isquemia-reperfusión. Nuestro grupo ha demostrado
previamente en un modelo de autotrasplante pulmonar en cerdo, que el precondicionamiento
isquémico atenúa el daño por isquemia-reperfusión pulmonar mediante la prevención del 
aumento de los metabolitos de peroxidación lipídica, la activación leucocitaria y las citoquinas
proinflamatorias en el parénquima pulmonar.
Recientemente, el precondicionamiento isquémico remoto, definido como la aplicación
de episodios repetitivos de isquemia en un órgano remoto del órgano a proteger, ha sido
19
  
           
   
  
         
       
         
    
   
              
          
      
          
             
            
      
              
          
               
          
          
         
             
 
propuesto como herramienta quirúrgica para prevenir el daño por isquemia-reperfusión cardiaca,
hepática o cerebral.
2. OBJETIVO
El objetivo del presente estudio es investigar un posible efecto protector del 
precondicionamiento isquémico frente a la respuesta inflamatoria hepática secundaria a la 
isquemia-reperfusión pulmonar. Para ello se usó un modelo experimental de autotrasplante
pulmonar en cerdo.
3. MATERIAL Y MÉTODOS
Dos grupos de diez cerdos de la raza Large-White fueron sometidos a un autotrasplante
pulmonar izquierdo ortotópico que incluye una neumonectomía izquierda, una lobectomía craneal 
ex situ, y la reimplantación del lóbulo caudal.
Previa a la realización de la neumonectomía, en el grupo experimental se llevaron a
cabo las maniobras de precondicionamiento isquémico mediante la aplicación de dos ciclos de
cinco minutos de oclusión de la arteria pulmonar izquierda con un intervalo de reperfusión de
cinco minutos entre las dos oclusiones.
Además, cinco animales fueron sometidos a cirugía simulada. En este grupo, no se
realizó resección pulmonar ni se aplicaron las maniobras de precondicionamiento isquémico.
Las mediciones hemodinámicas y de los gases arteriales, así como la toma de biopsias
hepáticas se realizaron en los siguientes momentos del experimento: basal, pre-neumonectomía,
pre-reperfusión, 10 minutos después de la reperfusión del lóbulo y 30 minutos post-reperfusión.
Los diferentes parámetros estudiados en el parénquima hepático fueron:




               
          
            
      
             
      
  
        
            
     
           
           
    
          
      
            
           
      
         
           
         
 
           
 
	 La expresión hepática del mARN de la MCP-1, TNFα, IL-1, IL-10, NFκB, e iNOS fue
analizada mediante la reacción en cadena de la polimerasa con transcriptasa reversa.
	 El valor de la Caspasa 3, la cual juega un papel importante en el fenómeno de la
apoptosis, fue medido mediante el kit ELISA.
En el análisis estadístico se usaron test no paramétricos para comparar las diferencias
entre los valores intragrupo e intergrupos.
4.	 RESULTADOS
Los resultados de nuestro estudio demuestran que:
 Los valores hemodinámicos y gasométricos mostraron una gran estabilidad durante el
experimento en los tres grupos.
	 La isquemia-reperfusión pulmonar indujo un aumento de la expresión proteica y del 
mARN del TNFα y de la IL-1 en el hígado. Las maniobras de precondicionamiento
isquémico bloquearon dicho aumento.
	 La isquemia-reperfusión pulmonar incrementó la expresión hepática del mARN de la
MCP-1. El precondicionamiento isquémico previno dicho incremento.
	 Respecto a la IL-10, se observó una disminución de la expresión del mARN de la IL-10 
tras la reperfusión pulmonar en el grupo control. En los grupos precondicionamiento y
cirugía simulada no se dio este hecho.
	 La isquemia-reperfusión pulmonar indujo un aumento en la expresión del mARN del 
NFκB en el grupo control durante la reperfusión. Por el contrario, su expresión en los
grupos precondicionamiento y cirugía simulada presentó gran estabilidad durante el 
procedimiento.




            
           
    
 
       
           
           
  
         







	 Finalmente, la expresión de Caspasa 3 aumentó durante el procedimiento en los tres
grupos. No obstante, este aumentó fue significativamente mayor en el grupo control en
comparación con el grupo precondicionamiento.
5.	 CONCLUSIONES 
En nuestro modelo experimental la isquemia-reperfusión pulmonar indujo una respuesta
inflamatoria hepática caracterizada por un desequilibrio entre la producción de citoquinas pro y
antiinflamatorias. También se observó una respuesta apoptótica en el hígado tras la isquemia­
reperfusión pulmonar.
Nuestro estudio sugiere que el precondicionamiento isquémico reduce la respuesta





             
            
      
         
          
           
    
           
          
         
           
            
        
         
    
          
               






Ischaemia-reperfusion injury is recognized as a potentially serious problem that is found
during a variety of standard medical and surgical procedures, such as thrombolytic therapy, organ
transplantation, coronary angioplasty, and cardiopulmonary by-pass.
Lung ischaemia-reperfusion induces a local inflammatory response in the pulmonary
tissue characterized by nonspecific alveolar damage, lung oedema, and hypoxemia.
Lung ischaemia-reperfusion also induces a systemic inflammatory response with damage
to remote organs.
Previous studies have shown in clinical and experimental models that the liver is
particularly sensitive to circulating inflammatory mediators that occur after ischaemia-reperfusion
of remote organs such as: kidney, gut and skeletal muscle.
Direct ischemic preconditioning has been proved to protect several organs from
ischaemia-reperfusion injury. Our team has previously shown that, in a swine model of lung
autotransplant, ischemic preconditioning attenuates lung ischaemia-reperfusion injury by
preventing the increase in lipid peroxidation metabolites, leukocyte activation and the
proinflammatory cytokines in lung tissue.
Recently, remote ischemic preconditioning, defined as ischemic preconditioning by
repetitive ischemic episodes of an organ remote from the organ to be protected, has been




               
         
      
    
             
           
           
           
      
                
       
            
           
             
           
            
 
             
   
             
  
           
   
2.	 OBJECTIVE
The objective of the present study was to investigate a possible protective effect of
ischemic preconditioning against liver inflammatory response to lung ischaemia-reperfusion,
using an experimental swine lung autotransplant model.
3.	 MATERIALS AND METHODS
Two groups of ten Large-White pigs underwent an orthotopic left lung autotransplant
which entails left pneumonectomy, ex situ cranial lobectomy and left caudal reimplantation.
Before pneumonectomy was performed in the study group, ischemic preconditioning was
obtained through two-separate five-minute pulmonary artery clamping attempts with a five-minute
interval reperfusion between the two occlusions.
In addition, five animals were submitted to sham surgery. In this group, no lung resection
and no ischemic preconditioning were carried out.
Haemodynamic and arterial blood gas measurements, as well as liver biopsies were
performed at the following time points: baseline; prepneumonectomy; prereperfusion; 10 minutes
after the reperfusion of the reimplanted lobe and 30 minutes after the reperfusion.
The different liver tissue parameters to be studied were:
 TNFα, IL-1, IL-10 and iNOS protein expressions were gathered through Western blot
analysis.
 MCP-1, TNFα, IL-1, IL-10, NFκB and iNOS mRNA expressions, were analyzed by
reverse transcription-polymerase chain reaction.
	 Caspase 3 protein expression that plays a relevant role in apoptosis was measured with
ELISA kits.





     
          
   
          
       
          
     
            
               
          
 
            
             
 
           
          
            
 
            
        
4. RESULTS
As to our results
 Haemodynamic and arterial gasometric values showed great stability throughout the
experiment in all groups.
 Lung ischaemia-reperfusion increased TNFα and IL-1 protein and mRNA expression in 
control group livers. Ischemic preconditioning blocked these effects.
 Lung ischaemia-reperfusion increased MCP-1 mRNA expression in liver tissue. This
increase was prevented by ischemic preconditioning. 
 Regarding IL-10, a decrease of IL-10 mRNA expression was observed after lung
reperfusion in the liver of the CON group, but not in the IP or SHAM groups.
 Lung ischaemia-reperfusion increased NFκB mRNA expression in control group livers at
reperfusion.
 Finally, caspase 3 protein levels continuously increased throughout the procedure in all
three groups. However, this increase was higher in CON group compared with IP group.
5. CONCLUSIONS 
In this model, lung ischaemia-reperfusion induced a remote hepatic inflammatory
response, reflected by increasing imbalance between pro and anti-inflammatory cytokine
production. We have also shown an apoptotic response in the liver after lung ischaemia­
reperfusion. 
This study suggests that, lung ischaemic preconditioning reduces the inflammatory and

























     
                
            
             
             
            
               
             
           
          
           
             
             
       
  
            
             
          
            
           
             
        
            
    
 
1.1 DAÑO POR ISQUEMIA-REPERFUSIÓN (DIR)
La isquemia tisular causada por un indebido o nulo aporte de sangre a los tejidos ha sido
estudiada en profundidad por múltiples investigadores durante años. Bien conocidas son sus
consecuencias a nivel del tejido afecto y su repercusión en el organismo como sistema, de ahí la 
insistencia en la búsqueda de métodos que permitan restablecer el flujo sanguíneo en los tejidos
isquémicos con el fin de evitar los procesos de necrosis y conservar su funcionalidad.
No obstante, se ha comprobado que la reperfusión de los tejidos isquémicos, esto es el 
restablecimiento del flujo sanguíneo tras un período determinado de isquemia, no está exenta de
alteraciones funcionales. Sabemos que las células endoteliales que tapizan los vasos
sanguíneos del sistema microvascular son especialmente vulnerables a las consecuencias de la 
isquemia y posterior reperfusión. De hecho la disfunción microvascular inducida por el proceso
de isquemia-reperfusión (IR) orgánico, ha sido reconocida como un problema de alta magnitud
que acompaña a gran cantidad de procedimientos médicos y quirúrgicos habituales, tales como
la terapia trombolítica, el trasplante de órganos, la angioplastia coronaria y el by-pass
cardiopulmonar (1).
La identificación de la disfunción microvascular como factor determinante en la patogenia 
del daño por IR ha dado pie a numerosas investigaciones orientadas a la caracterización de los
mecanismos que subyacen bajo dicho proceso patogénico. Estas investigaciones han revelado
la presencia de cambios moleculares y bioquímicos en la pared de los vasos propias de un
proceso de inflamación aguda (2-4). La intensidad de dicho proceso inflamatorio en tejidos
postisquémicos puede ser de tal magnitud que se manifieste en órganos remotos (5), siendo
frecuentemente observados en el sistema pulmonar y cardiovascular, pudiendo incluso
desencadenar un síndrome de respuesta inflamatoria sistémica (SRIS) y un síndrome de
disfunción orgánica múltiple (SDOM) (5).
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1.1.1 FISIOPATOLOGÍA DEL DIR
1.1.1.1 RESPUESTA MICROVASCULAR LOCAL
Las células endoteliales son particularmente vulnerables a los efectos deletéreos de la
isquemia y de la reperfusión. La hipoxia mantenida induce una alteración del potencial de
membrana, interfiere en la distribución de los iones, produce un aumento del volumen intracelular
y una alteración de la permeabilidad membranosa y altera la organización citoesquelética de las
células endoteliales. Estos cambios se acompañan de un detrimento de las reservas energéticas,
de una disminución de ciertos agentes bioactivos (prostaciclina, NO), así como un incremento en
la síntesis de otros (endotelina, tromboxano A2). Paralelamente, algunos genes son inducidos
(citoquinas, moléculas de adhesión leucocitaria) mientras que otros son suprimidos (6).
La mayoría de estos hallazgos se exacerban tras el restablecimiento del flujo sanguíneo
(7). El período inicial de la reperfusión viene marcado por una severa disfunción endotelial que
puede tener lugar incluso en ausencia de cambios morfológicos obvios. Algunas de las
alteraciones morfológicas que caracterizan dicho período son el edema celular, la pérdida de las
vesículas pinocíticas, la separación de las células endoteliales de su membrana basal, y la 
adhesión de leucocitos activados a la superficie endotelial (8).
La disfunción endotelial inducida por el proceso de IR se manifiesta de manera diferente
en los distintos tramos de la microcirculación (3):
 La disfunción endotelial de las vénulas postcapilares constituye la respuesta
inflamatoria principal asociada al proceso de IR. Algunas de sus características son la adhesión
leucocito-endotelial, la migración leucocitaria transendotelial, la agregación leucocitaria, la
extravasación de albúmina y el aumento de especies reactivas de oxígeno (ERO) (3). 
 La disfunción endotelial en las arteriolas es endotelio-dependiente, jugando un
importante papel los leucocitos activados y las moléculas de adhesión leucocito-endotelial (9).
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 Las alteraciones halladas en los capilares se relacionan principalmente con la
reducción de la biodisponibilidad del NO (10).
1.1.1.2 ESTRÉS OXIDATIVO
Las células endoteliales experimentan un estrés oxidativo tras el proceso de IR en todos
los tramos de la microcirculación. La actividad de la enzima xantina oxidasa es uno de los
principales mecanismos implicados al favorecer la síntesis de especies reactivas de oxígeno.
La isquemia celular induce una degradación del ATP dando lugar a una producción y
acumulación de hipoxantina. En condiciones normales, la enzima xantina deshidrogenasa es la 
responsable de la oxidación de la hipoxantina a xantina y del posterior paso a ácido úrico al
mismo tiempo que induce la reducción del NADP a NADPH. Durante el tiempo de isquemia la
xantina deshidrogenasa se convierte en xantina oxidasa, la cual es dependiente de O2 para
catabolizar la hipoxantina (Fig. 1). La consecuencia es un acúmulo de hipoxantina durante el
período de isquemia, de modo que cuando el oxígeno es reintroducido al torrente sanguíneo
durante la reperfusión dicho exceso de hipoxantina es metabolizado produciendo elevadas
concentraciones de ERO, tales como anión superóxido (O2-) y peróxido de hidrógeno (H2O2)
(Fig. 1) (2).
Este mecanismo se sustenta en estudios en los que las vénulas postisquémicas fueron
tratadas con inhibidores de la xantina oxidasa (alopuridol) resultando en una atenuación del
estrés oxidativo (11).
La actividad plasmática de la enzima xantina oxidasa aumenta de forma considerable 
tras los procesos de oclusión y reperfusión aórtica (12) y los de isquemia y reperfusión hepática
(13) y gastrointestinal (14). Dicho incremento está íntimamente relacionado con el daño remoto
pulmonar, hepático y miocárdico (12-15).
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Fig. 1: Formación de radicales libres en el síndrome IR. Sistema Xantina Oxidasa
1.1.1.3 PAPEL DE LAS ESPECIES REACTIVAS DE OXÍGENO (ERO)
La reperfusión de un tejido isquémico estimula la formación de ERO tales como el anión
superóxido (O2-), los radicales hidroxilo (OH-), el ácido hipocloroso (HOCl), el peróxido de
hidrógeno (H2O2) y el peroxinitrito (ONOO-). 
Las ERO inducen daño tisular mediante diferentes mecanismos: peroxidación de los
lípidos de la membrana celular, activación de la enzima fosfolipasa A2 y formación de
araquinodato (precursor de eicosanoides como el tromboxano A2 y leucotrieno B4), y activación
de factores de transcripción (NFκB y AP-1) que incrementan la expresión génica de citoquinas y
moléculas de adhesión leucocitaria (16).
1.1.1.4 MEDIADORES DE LA INFLAMACIÓN
Los tejidos postisquémicos generan mediadores inflamatorios induciendo la atracción y
activación de los neutrófilos circulantes (17, 18). Por ejemplo, se ha comprobado un aumento en
la expresión de moléculas de adhesión endotelial y de neutrófilos tras la oclusión aórtica (18), así
como la liberación tanto de TNFα como de Tromboxano B2 en la circulación (17).
 Papel de los leucocitos y de las moléculas de adhesión
La activación leucocitaria, la adhesión celular leucocito-endotelial y la 
transmigración leucocitaria participan activamente en el DIR (19).
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La adhesión leucocito-endotelial está mediada por la P-selectina y las integrinas
β2 leucocitarias, mientras que la transmigración leucocitaria al espacio intersticial viene facilitada
por la molécula de adhesión plaqueto-endotelial (PECAM-1). Paralelamente, los leucocitos
activados liberan ERO, proteasas y elastasas que inducen un incremento de la permeabilidad
microvascular, edema, trombosis y muerte celular (1). 
	 Citoquinas
Las citoquinas son moléculas de naturaleza proteica (glicoproteínas) de bajo
peso molecular. Pueden ser liberadas tanto por células del sistema inmune (macrófagos y
linfocitos T) como por células no inmunes (fibroblastos, células endoteliales).
Ejercen sus efectos mediante la unión a receptores específicos de membrana
activando a su vez las cascadas de transducción intracelular. Existe sinergia entre las distintas
citoquinas, permitiendo retroregulaciones negativas y positivas entre ellas. Su producción es
breve y limitada en el tiempo, esto es, mientras dure el estímulo.
Algunas de las acciones propias de las citoquinas son la modulación de la 
respuesta inmune, el crecimiento y diferenciación de las células hematopoyéticas y la
regeneración tisular y angiogénesis (20).
 Interleuquinas
Las interleuquinas son sintetizadas principalmente por los
leucocitos, conociéndose diversos subtipos con características bioquímicas y funcionales
diferentes. De hecho, algunas de ellas (IL-4, IL-10, IL-11) se relacionan con efectos beneficiosos,
mientras que otras (IL-1, IL-6, IL-8) inducen efectos delétereos. La IL-1, específicamente la forma
IL-1β, es una de las principales moléculas implicadas en la etiopatogenia del IR. La IL-1β 
participa activamente en la liberación de otros mediadores (prostaglandinas, leucotrienos e IL-8),
así como en el aumento de la permeabilidad vascular y en la síntesis de ERO (21).
33
  
   
            
          
           
          
          
                 
           
      
  
            
            
           
                 
            
                                             
 
 TNFα
El TNFα es una glicoproteína de 185 aminoácidos que está
íntimamente relacionada con la respuesta inflamatoria sistémica que acontece en el seno de la 
IR. Se ha comprobado experimentalmente que la administración de TNFα reproduce
clínicamente los signos del SDOM en animales (22). Además, el TNFα participa en el
reclutamiento de mediadores inflamatorios tales como las inmunoglobulinas, las células
inflamatorias y el sistema del complemento e induce la activación de los linfocitos T y B. Es un
importante mediador en la inflamación local a través de sus acciones sobre el endotelio: aumenta
la activación y adhesión plaquetaria y la permeabilidad vascular.
 MCP-1
La proteína quimiotáctica de monocitos 1 (MCP-1) es una
quimioquina que regula la migración y activación de los monocitos y macrófagos, jugando un
papel crucial en el reclutamiento de macrófagos en la inflamación tisular (23). La síntesis de la 
MCP-1 se ha relacionado con la acción de otras citoquinas como la IL-1 y el TNFα (Fig. 2) (24).




            
             
             
            
          
                    
                  
                                                         
  
         
           
            
          
           
         
           
                 
           
 Factor de transcripción nuclear NFκB
Es un factor de transcripción pleiotrópico implicado en los procesos de
diferenciación y apoptosis (25). La forma inactiva del NFκB se encuentra en el citoplasma celular
unido a proteínas inhibitorias (iκBs). Su activación conlleva a su translocación al núcleo celular
donde induce la transcripción de diversos genes de estirpe inflamatoria, iniciando por tanto la 
síntesis de citoquinas proinflamatorias [IL-1β (26), IL-6, TNFα], enzimas proinflamatorias (COX-2 
e iNOS) y de moléculas de adhesión (Fig. 3).
Fig. 3: Síntesis y activación del NFκB
 Apoptosis
La apoptosis constituye un mecanismo esencial en el mantenimiento de la 
homeostasis, interviniendo en diversos procesos orgánicos fisiológicos. No obstante se ha
comprobado que participa en situaciones patológicas, siendo uno de los mecanismos implicados
en la muerte celular debida al síndrome de respuesta inflamatoria sistémica (SRIS) (27).
Las caspasas son una familia de proteasas sintetizadas como zimógenos, esto
es, precursores enzimáticos inactivos. Representan el mecanismo efector de la destrucción
celular, distinguiéndose dos grandes grupos: caspasas activadoras (28) y caspasas efectoras
(29, 30). Se han identificado gran número de caspasas, siendo las caspasas 3, 8 y 9 las que
están más íntimamente relacionadas con los fenómenos de muerte celular programada.
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Las caspasas activadoras y efectoras a través de sus efectos sinérgicos actúan
en cascada (31), siendo la activación de las caspasas efectoras el desencadenante de los
cambios funcionales y morfológicos típicos de la apoptosis: la detención del ciclo celular, la 
alteración en la reparación del ADN, la inhibición del factor inhibidor de la apoptosis (XIAP) y la
desestructuración del citoesqueleto celular.
 Papel del Complemento
El proceso de IR induce la activación del complemento y la formación de 
importantes mediadores de la inflamación que pueden alterar la homeostasis vascular, así como
favorecer la adhesión celular leucocito-endotelial. Cabe destacar las anafilotoxinas C3a y C5a y
los componentes del complemento iC3b y C5b-9 (32).
1.1.1.5 METABOLISMO DEL ÓXIDO NÍTRICO (NO)
Diversos investigadores han demostrado que el óxido nítrico puede ejercer efectos
protectores (33, 34) y deletéreos en la homeostasis vascular (35, 36). En condiciones
fisiológicas, los efectos beneficiosos incluyen mecanismos protectores como la vasodilatación
arterial y la actividad antitrombótica resultante de la inhibición plaquetaria. Por el contrario, los
efectos deletéreos del NO se manifiestan en situaciones patológicas que inducen una producción
desmesurada, constituyendo un componente importante en la fisiopatología del DIR (37, 38). 
El óxido nítrico es sintetizado por la óxido nítrico sintasa (NOS) a partir del aminoácido L­
arginina en presencia de oxígeno. Se identifican tres isoformas distintas de NOS: NOS neuronal 
(nNOS o NOS 1), NOS endotelial (eNOS o NOS3) y NOS inducible (iNOS o NOS 2). La eNOS y
la nNOS se expresan de forma constitutiva y son calcio-dependientes, la iNOS es calcio-
independiente y por ello se expresa únicamente con la estimulación celular (Fig. 4) (39, 40). 
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Se ha demostrado que las citoquinas y el NFκB estimulan directamente la síntesis de 
iNOS, la cual ha sido implicado en la patogénesis del síndrome de IR, en el choque y en la 
inflamación (1, 37, 38).
Durante el proceso de IR tiene lugar una producción excesiva de NO, la cual se
relaciona con la estimulación de la iNOS en el momento de la reperfusión (41). Se ha
comprobado que la administración de NO durante la fase de isquemia ejerce un efecto protector
en el DIR (42), mientras que su administración durante el proceso de reperfusión se asocia a una
disfunción endotelial y a un aumento de las permeabilidad vascular (43).
Fig. 4: Metabolismo del Óxido Nítrico
1.1.2 MANIFESTACIONES CLÍNICAS DIR
El proceso de IR puede inducir una amplia gama de manifestaciones clínicas. Algunos
factores de riesgo cardiovascular tales como la diabetes, la hipertensión y la hipercolesterolemia
aumentan la vulnerabilidad de la microvascularización al DIR (1).
En el tejido cardiaco el DIR puede manifestarse de dos formas, el aturdimiento
miocárdico y las arritmias de reperfusión. El aturdimiento miocárdico consiste en una disfunción
miocárdica temporal que en determinados casos puede requerir soporte ionotrópico. Las




           
         
           
           
         
      
            
           
          
      
            
            
             
               
           
            
           
          
        
                 
          
            
   
 
 
El daño en el sistema nervioso central viene caracterizado por edema cerebral y un
aumento de la presión intracraneal (44), manifestándose clínicamente como una disminución del 
nivel de conciencia, empeoramiento de la función motora y cognitiva e incluso la muerte.
En el sistema gastrointestinal el DIR conlleva a una disfunción de la barrera de
protección intestinal, produciéndose un aumento de la permeabilidad intestinal y una
translocación bacteriana hacia la circulación sistémica y portal (45). 
La isquemia de una extremidad se acompaña de edema postisquémico, hecho que
empeora su estatus isquémico debido a la compresión capilar. La reperfusión del miembro
isquémico se acompaña de mioglobinuria y fallo renal, anemia, hipercalemia, hipocalcemia,
hiperfosfatemia, trombocitopenia, uremia y acidosis metabólica (46, 47).
Situaciones tales como la cirugía de resección hepática, el trasplante hepático y los
estados de hipoperfusión sistémica inducen una IR hepática (48). El síndrome por reperfusión
hepática se ha definido como una caída en el 30% de la presión arterial media (PAM) que
persiste durante un tiempo superior a un minuto y que aparece a los cinco minutos
aproximadamente de la implantación del injerto. La incidencia estimada de dicho síndrome es del 
4-30% de los procedimientos (49). Otro dato característico junto a la hipotensión es la elevación
de los niveles séricos de la ALT (alanina aminotransferasa), indicador de daño hepatocelular.
El daño pulmonar asociado al proceso de IR adquiere especial relevancia en el contexto
del trasplante pulmonar. Constituye la principal causa de fallo primario del injerto, relacionándose
a corto plazo con un aumento del riesgo de rechazo agudo, y a medio y largo plazo con el 
desarrollo de una bronquiolitis obliterante (rechazo crónico) (50). En el apartado isquemia­
reperfusión pulmonar se desarrolla la fisiopatología del DIR pulmonar y sus efectos dañinos
sobre el parénquima pulmonar.
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1.1.3 MODELOS EXPERIMENTALES Y CLÍNICOS DE DIR
Los procesos de isquemia y reperfusión inducen inflamación y daño tisular local en 
distintos órganos. Además de sus efectos locales, la IR se relaciona con una respuesta
inflamatoria sistémica que resulta en el daño de órganos remotos (51). Los efectos remotos de la 
IR pueden ser más nocivos que sus efectos locales llegando incluso a desencadenar un
síndrome de disfunción orgánica múltiple (52). 
Un ejemplo lo constituye la IR intestinal, la cual ha sido identificada como
desencadenante de un fallo orgánico remoto (53, 54). El hígado parece ser el primer órgano
remoto que sufre los efectos nocivos de la IR intestinal. Se ha comprobado experimentalmente
que la oclusión de la arteria mesénterica superior seguida de su reperfusión produce daño
hepático directo (15, 55). Las células de Kupffer jugarían un rol importante en el daño hepático,
contribuyendo activamente a la modulación de la respuesta inflamatoria aguda mediante la 
producción de especies reactivas de oxígeno (56, 57) y mediadores químicos tales como IL-1, IL­
6, TNFα, PAF (58, 59). De hecho, la administración de gadolinio (inhibe las células de Kupffer) y
de antagonistas de PAF y de TNFα atenúan la respuesta hepática a la IR intestinal (60, 61). 
Diversos estudios clínicos demuestran un daño hepático en pacientes que sufren una IR
de miembros inferiores (51, 52, 62), el cual sigue un patrón similar al observado en el propio 
proceso de IR hepática (62, 63). Dicho daño hepático se manifiesta como un cuadro de
colestasis, hipoalbuminemia, aumento de la concentración sérica de ALT, focos de necrosis e
infiltrados de PMN (64, 65). Estudios experimentales en ratas demuestran que la IR de miembros
inferiores también induce una alteración intestinal (66) que conduce a la liberación de
endotoxinas al torrente circulatorio (67) desencadenando un cuadro de inflamación sistémica
(68). Yassin et al (52) comprobaron en su modelo de IR de miembros inferiores en ratas una




           
            
      
 
     
              
          
               
           
               
              
                 
            
              
            
              
              
Diversos estudios clínicos describen los complejos mecanismos de interferencia entre el
riñón isquémico y órganos tales como el pulmón, el hígado, el corazón, el intestino, el sistema
nervioso central y el sistema hematológico (Fig. 5).
Fig. 5: Síndrome IR renal
A pesar de que la IR puede afectar a múltiples órganos, el pulmón y el hígado parecen
ser especialmente vulnerables a los efectos deletéreos de la IR (69). 
El daño hepático asociado a la IR constituye un problema de alta magnitud que se
asocia a diversas situaciones clínicas tales como el choque, el traumatismo, la cirrosis, la cirugía
de resección hepática y el trasplante (70, 71). Se ha demostrado que el daño hepático en el seno
del proceso de IR responde a un patrón bifásico, diferenciándose una etapa temprana y otra
tardía. La etapa temprana tiene lugar en las primeras horas de la reperfusión (2 a 6 horas), y el 
daño hepatocelular parece relacionarse con la formación de especies reactivas de oxígeno. La
etapa tardía ocurre a las 18-24 horas del inicio de la reperfusión y es dependiente de la
activación de neutrófilos (59, 72). En un estudio experimental de IR hepática en ratas (73) se
comprobó la existencia de muerte celular por apoptosis en la etapa temprana de la reperfusión, y
una elevación en la concentración sérica de la LDH, la ALT, la creatinina y la urea. Dichas
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alteraciones indican que la IR hepática indujo un daño hepático local y efectos nocivos en
órganos remotos (riñón).
Tradicionalmente se ha pensado que el sistema pulmonar era resistente al daño
isquémico debido al doble aporte sanguíneo (bronquial y pulmonar) y al suministro independiente
de O2 a través del espacio alveolar (74). No obstante, la realidad es que membrana alveolo­
capilar es una estructura anatomo-funcional extremadamente sensible al daño por IR (75). En el 
siguiente apartado definimos más extensamente el síndrome de isquemia-reperfusión pulmonar,
explicando su fisiopatogenia y aportando evidencia mediante modelos experimentales y clínicos.
1.2 ISQUEMIA-REPERFUSIÓN PULMONAR
Como se comenta previamente, se ha tenido clásicamente la idea de que el pulmón era
indemne a los efectos de la IR por dos motivos: el doble aporte sanguíneo (bronquial y pulmonar)
y el suministro de oxígeno alveolar (74). No obstante, diversas situaciones clínicas ponen de
manifiesto la vulnerabilidad del parénquima pulmonar al proceso de IR: los acontecimientos
traumáticos, la arterioesclerosis, el tromboembolismo pulmonar, la ventilación unipulmonar en el 
seno de una cirugía torácica (76), las resecciones pulmonares con angioplastia de arteria 
pulmonar (77, 78), el trasplante pulmonar convencional y el trasplante pulmonar lobar de
donantes vivos (79).  
Se ha demostrado que el daño pulmonar por IR eleva de forma significativa la 
morbimortalidad temprana tras un trasplante pulmonar y representa la segunda causa más
importante de pérdida del órgano trasplantado (tras el rechazo inmunológico). El síndrome de IR,
en el contexto del trasplante pulmonar, ocurre típicamente en las 72 horas postrasplante y se
caracteriza por la aparición de daño alveolar inespecífico, edema pulmonar e hipoxemia (80). 




              
       
        
         
         
                
            
           
  
          
         
          
            
             
               
            
           
         
             
           
             
  
              
         
 
Durante la IR pulmonar, el daño asociado a la isquemia tisular se ve amplificado por el 
restablecimiento incompleto del flujo sanguíneo secundario a alteraciones vasculares
postisquémicas (81, 82). Dichas alteraciones pueden incluir hipertensión pulmonar,
hiperreactividad vascular, obstrucción vascular, derivación intrapulmonar, aumento de la
permeabilidad vascular (edema pulmonar) y alteración de la ventilación-perfusión (1, 81, 83).
La respuesta vascular al daño por IR parece tener lugar en dos fases:
 La fase de isquemia se asocia a una escasez de oxígeno, daño celular y
activación de enzimas citotóxicas, induciendo el cambio de metabolismo celular aérobico a
anaeróbico (84, 85). 
 La fase de reperfusión viene caracterizada por la activación plaquetaria y
neutrofílica, el daño endotelial, el aumento de la permeabilidad vascular, la liberación de
citoquinas y la producción de especies reactivas de oxígeno (ERO) (86, 87). 
Tras el restablecimiento del flujo sanguíneo, el daño asociado a la reperfusión de los
tejidos isquémicos puede ser más severo que el producido por el desencadenante isquémico per
se (87). Por tanto, el daño por IR pulmonar resulta de los efectos combinados de la isquemia y la 
reperfusión (87) e incluye tanto cambios en el metabolismo energético celular (88) como la 
producción de especies reactivas de oxígeno. Aunque algunos autores aseguran que el 
suministro de oxígeno procedente del espacio alveolar ayuda a mantener el metabolismo
aeróbico y previene la formación de ERO (89, 90), otros han demostrado que la ausencia de flujo
sanguíneo durante la ventilación pulmonar amplifica la formación de radicales libres de oxígeno
(30, 91) y de especies reactivas de nitrógeno (92) a niveles tóxicos, induciendo daño molecular y
celular.
El daño por IR pulmonar debe ser identificado de forma independiente, no estando
causado únicamente por la disfunción endotelial secundaria a la escasez de oxígeno (93). 
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1.2.1 FISIOPATOGENIA DEL DAÑO POR IR PULMONAR
1.2.1.1 EFECTOS MICROVASCULARES DE LA IR PULMONAR
La reperfusión del tejido pulmonar post-isquémico viene caracterizada por una
obstrucción progresiva de la microvascularización en relación a la formación de trombos
intraluminales y a la vasoconstricción (86, 87). 
La IR induce una rápida liberación de trombina y citoquinas proinflamatorias que
modulan el tono vascular y modifican la respuesta inflamatoria mediante la regulación de la 
expresión de moléculas de adhesión (Fig. 6) (86, 94, 95). Este proceso conlleva a la adhesión
plaqueto-endotelial y leuco-endotelial y a la formación de microembolias obstructivas en la trama
capilar (96, 97). Además, las plaquetas y los neutrófilos activados pueden liberar mediadores
tales como serotonina, tromboxano A2 y factor de activación plaquetaria, lo que contribuye a la 
vasoconstricción y la formación de edema (98, 99).
1.2.1.2 ESTRÉS OXIDATIVO EN EL DAÑO POR IR PULMONAR. ESPECIES REACTIVAS
DE O2 (ERO)
De forma similar a otros lechos vasculares sistémicos, el DIR pulmonar se asocia a un
estrés oxidativo (100, 101). Las especies reactivas de oxígeno son producidas por enzimas tales
como la NADPH oxidasa, la xantina oxidasa, y la óxido nítrico sintasa, encontrándolas en
concentraciones elevadas en las células endoteliales (Fig. 6) (102).
Como se comenta previamente, en los tejidos hipóxicos tiene lugar una degradación de
los fosfatos energéticos, lo que conduce a una acumulación de xantina e hipoxantina. Durante la 
ventilación pulmonar la interacción de la enzima xantina oxidasa con el oxígeno conlleva a la 
formación masiva de especies reactivas de oxígeno (ERO). El sistema citocromo p450 puede
-generar también especies reactivas de oxígeno, convirtiéndose en una importante fuente de O2 
derivado del endotelio en los pulmones (103). 
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Durante el proceso de isquemia del tejido pulmonar ventilado, la enzima NADPH oxidasa
es la principal fuente de producción de especies reactivas de oxígeno (88). La toxicidad de los
metabolitos oxigenados liberados en respuesta a la estimulación de plaquetas, neutrófilos,
macrófagos, y otras células constituye el mecanismo principal de daño pulmonar (104).
Las especies reactivas de oxígeno ejercen diferentes acciones en el tejido pulmonar,
destacando la contracción del músculo liso, la interacción con enzimas redox, la proliferación
celular y la transcripción de genes (102, 105, 106). Inducen además daño endotelial por
peroxidación lipídica de sus membranas (29, 107, 108) y disregulación del NO comprometiendo
la relajación endotelial (109, 110). Por otra parte, la superproducción de superóxido antagoniza
los efectos de los donantes de NO (111), y promueve la formación de agentes inflamatorios por
peroxidación lipídica y el reclutamiento de leucocitos activados en el tejido postisquémico (87).
1.2.1.3 PAPEL DE LOS LEUCOCITOS Y LAS PLAQUETAS EN LA IR PULMONAR
Diversos estudios experimentales han demostrado que los leucocitos activados juegan
un papel fundamental en el daño pulmonar por IR (Fig. 6) (112). En análisis posteriores se ha 
formulado la teoría del patrón bimodal del daño por IR, con una primera fase neutrófilo­
independiente seguida de otra fase mediada por neutrófilos (112, 113).
Durante la reperfusión, las plaquetas participan activamente en la hipoperfusión
sistémica postisquémica (114) mediante la generación de una congestión capilar que promueve
la hemostasis y la formación de microtrombos (96, 115, 116). Además, las plaquetas se adhieren
al endotelio vascular postisquémico y causan daño tisular mediante la liberación de radicales
libres y mediadores inflamatorios (117). 
1.2.1.4 PAPEL DE LAS MOLÉCULAS DE ADHESIÓN EN LA IR PULMONAR
Las moléculas de adhesión parecen jugar un importante papel en el DIR. El grupo de las
selectinas sería el responsable de la adhesión inicial de las plaquetas y los leucocitos, mientras
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que las integrinas estarían involucradas en la adhesión firme a las células endoteliales (Fig. 6)
(118). Se ha comprobado experimentalmente que el bloqueo de dichas moléculas de adhesión
puede reducir el daño por reperfusión pulmonar (119). 
1.2.1.5 PAPEL DEL NO EN LA IR PULMONAR
El NO juega un papel importante en el proceso de IR pulmonar debido a su elevada
reactividad (120). Aunque las tres isoformas de la NOS se expresan en el tejido pulmonar, la 
producción de NO durante la IR pulmonar se atribuye a la iNOS. La iNOS se hace visible en las
dos primeras horas de la reperfusión pulmonar y adquiere unos niveles máximos entre las cuatro
y seis horas (39, 40), habiéndose asociado además con el síndrome de distrés respiratorio
agudo y con el daño pulmonar (121).
El incremento en el flujo de NO implica la inhibición de la enzima citocromo oxidasa
resultando en un incremento de ERO y la consecuente formación de peroxinitrito (122, 123). Por
otra parte la acumulación de NO induce la sobreexpresión de P-selectina, produciéndose
interacciones entre la pared vascular y las plaquetas circulantes. La magnitud de dichas
interacciones es directamente proporcional a la duración de la isquemia (Fig. 6) (124).
Fig. 6: Esquema de respuesta inflamatoria por isquemia-reperfusión
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1.2.1.6 SISTEMA HEMO-OXIGENASA
El sistema de la enzima hemo-oxigenasa (HO) constituye un mecanismo fisiológico, que
activado por la acumulación tisular de ERO, confiere protección a los tejidos y particularmente al
pulmón frente a los efectos deletéreos del estrés oxidativo.
La HO pertenece al grupo de las proteínas de choque térmico (HSP). La isoforma
constitutiva de esta enzima (HO-2) es expresada por diversos tejidos en condiciones basales, 
mientras que la isoforma inducible (HO-1) sólo aparece en situaciones de estrés, hipoxia,
inflamación e IR (125).
1.2.2 MODELOS EXPERIMENTALES DE DAÑO POR IR PULMONAR
En la práctica clínica encontramos diversas situaciones que requieren someter al 
parénquima pulmonar a períodos más o menos prolongados de isquemia normotérmica o
caliente. Dichas situaciones son la resección pulmonar con angioplastia de la arteria pulmonar
(77, 78, 126) y el trasplante lobar de donante vivo. Menos frecuentes son la extirpación pulmonar
ex situ de tumores centrales con reimplantación del lóbulo o los lóbulos viables (127).
Recientemente, se ha demostrado que la ventilación unipulmonar (VUP) que acompaña
a la mayoría de las cirugías torácicas induce un daño pulmonar por IR. La VUP prolongada (> 1
hora) es considerada como una causa potencial de complicaciones cardiopulmonares a través
de la producción de estrés oxidativo severo durante la reexpansión pulmonar (76). 
La mayoría de los estudios publicados sobre preservación del tejido pulmonar sometido
a procesos de IR son realizados en modelos clínicos o experimentales de trasplante pulmonar
con isquemia fría (128). En las situaciones clínicas descritas previamente, el tejido pulmonar
sufre un tiempo variable de isquemia normotérmica o caliente, lo que obliga a la búsqueda de
modelos experimentales en los que la isquemia es iniciada sin preservación pulmonar previa.
A continuación se detallan los diferentes tipos de isquemia descritos:
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 Isquemia caliente: sucede con la interrupción del flujo sanguíneo, manteniéndose la 
temperatura del órgano al mismo nivel que la que tiene en condiciones fisiológicas.
 Isquemia fría: se desarrolla con el injerto fuera del organismo a una temperatura de 4ºC,
consiguiéndose enlentecer el metabolismo del órgano antes de su reimplante. La
isquemia fría resulta necesaria para conseguir un adecuado mantenimiento del órgano
desde que se realiza su extracción hasta su posterior reimplante en el receptor (129). La 
hipotermia disminuye la tasa metabólica y la destrucción de componentes celulares
esenciales, no obstante también induce la activación de mediadores inflamatorios.
 Isquemia normotérmica (tibia): empieza a desarrollarse a raíz de la aparición de los
donantes en asistolia y consiste en la preservación in situ del injerto a una temperatura
de 12-14ºC durante el menor tiempo posible (130).
En este contexto, el autotrasplante pulmonar representa un modelo de IR pulmonar
normotérmica que tiene aplicación clínica en las situaciones citadas anteriormente. Como se
comenta, los modelos experimentales estándar que estudian el proceso de IR se acompañan
con el enfriamiento progresivo del órgano. Las conclusiones de estos trabajos no pueden ser
aplicadas a las situaciones clínicas descritas, en las que el período de isquemia tiene lugar sin 
enfriamiento del órgano y sin sustitución de la sangre por una solución de preservación (131). 
Paralelamente, la mayor parte de los estudios de isquemia normotérmica se realizan
mediante técnicas de oclusión vascular en roedores (132) y no incluyen procedimientos
quirúrgicos que imiten la práctica clínica en humanos.
El autotrasplante pulmonar en grandes mamíferos ha sido descrito en perros (133), 
ovejas (134) y cerdos (135).
Por ello el autotrasplante pulmonar en cerdos que se plantea cumple en gran medida




          
              
              
          
          
             
              
   
                
             
           
            
     
              
             
            
          
           
             
              




El restablecimiento del flujo sanguíneo tras un determinado tiempo de isquemia resulta
en daño tisular y orgánico. El período crítico de isquemia difiere en función del órgano: hígado y
riñón (15-20 minutos) (136), músculo esquelético (150 minutos) (137), y cerebro (5 minutos). En
el caso concreto del pulmón, se ha comprobado experimentalmente que es tolerable una
isquemia caliente de hasta 2 horas sin repercusión en el intercambio gaseoso (138). Se han
propuesto diversas medidas experimentales para intentar mitigar y prevenir el daño por IR. Uno
de los métodos que ha mostrado mayor efectividad en la prevención del DIR es el
precondicionamiento isquémico (PI).
El concepto de PI se basa en el hecho de que la exposición repetida de los tejidos a
breves períodos de isquemia o hipoxia, puede protegerlos frente a los efectos perjudiciales de la 
isquemia prolongada y posterior reperfusión. De esta forma, el órgano diana es condicionado
previamente al evento isquémico con la finalidad de reducir la extensión del daño derivado de la 
privación de oxígeno y nutrientes. 
El PI fue descrito inicialmente por Murry et al en 1986 al descubrir que breves períodos
de IR en el corazón canino ejercían un efecto protector en el miocardio frente al daño isquémico
(139). Posteriormente este fenómeno fue investigado en diferentes tejidos y órganos mediante
diversos modelos experimentales en grandes mamíferos. Recientemente, el PI se ha relacionado
con una reducción del riesgo de arritmias durante el postoperatorio de pacientes sometidos a
cirugía de by-pass aortocoronario (140) y con una disminución del riesgo de daño hepático en
pacientes a los que se le realizó cirugía de resección hepática (141). El PI puede ser
farmacológico o mecánico. A su vez, el PI mecánico puede ser directo o indirecto (142).
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1.3.1 PRECONDICIONAMIENTO ISQUÉMICO CLÁSICO O DIRECTO
El PI directo consiste en la aplicación de breves períodos de IR en el mismo órgano que
va a ser sometido a un tiempo de isquemia prolongado. El PI ha demostrado su eficacia en la 
protección frente al daño por IR en diversos órganos: el corazón, el hígado, el cerebro, el riñón y
el músculo esquelético. No obstante, todavía no está totalmente determinado el papel del PI en
el síndrome de IR pulmonar (143-145). Es posible que el PI constituya una herramienta muy
eficaz para modular el daño por IR a ese nivel.
Actualmente hay suficiente evidencia para asegurar que el PI se manifiesta como una
respuesta adaptativa bifásica (Fig. 7):
 La fase precoz comienza en el momento de la reperfusión y sus efectos se
mantienen durante tres o cuatro horas (146). La fase precoz se relacionada con la 
liberación de sustancias endógenas, habiéndose demostrado su asociación con la
activación de la adenosina y agonistas α2-adrenérgicos. Dicha activación está mediada por
proteínas G sensibles a la toxina pertussis, estimulando a su vez a la fosfolipasa C o D para
posteriormente activar a la proteína quinasa C (PKC). Los efectos beneficiosos de la fase
precoz del PI pueden deberse a la fosforilación de los canales de KATP (147) por parte de la
PKC. El hecho de que la protección ofrecida por el PI pueda ser abolida a través de
antagonistas de los canales de KATP, y que a su vez los agonistas de dichos canales
reproducen sus efectos da soporte a dicha hipótesis (147, 148). Paralelamente, el PI
conlleva a la translocación de la 5`-nucleotidasa dependiente de la PKC a la superficie de la 
celular, lo que conduce a un incremento de la producción de adenosina y de las reservas
energéticas celulares, así como a la reducción de la adherencia leucocitaria (147). 
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Fig. 7: Mecanismos responsables del precondicionamiento isquémico agudo y retardado
 La fase tardía del PI tiene su inicio a las 12-24 horas tras la reperfusión y sus
efectos son más duraderos (días). La fase tardía parece corresponder a una respuesta
adaptativa de la alteración en la expresión genética y en la síntesis de proteínas tales como
enzimas antioxidantes, proteínas de choque térmico y NOS. Parece ser que la activación de
la PKC y otras proteínas de la familia quinasa podrían estar relacionadas en dicho proceso. 
El factor de transcripción nuclear (NFκB) también se ha visto implicado en la fase tardía del 
PI tal y como se ha observado en cultivos de células endoteliales (149). De hecho, la
activación y translocación nuclear de dicha proteína citosólica (NFκB) inicia la transcripción
de genes relacionados con la respuesta inflamatoria post-isquémica. Además, la inhibición
de la translocación del NFκB durante el evento isquémico inicial en cultivos celulares
bloquea el precondicionamiento isquémico retardado (PIR).
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1.3.1.1 MOLÉCULAS RELACIONADAS CON PI
 Adenosina
La adenosina es una hormona ampliamente distribuida en los diferentes tejidos y
órganos. Su síntesis tiene lugar en las células miocárdicas y endoteliales.
Sus efectos son: vasodilatación (69), inhibición de la agregación de neutrófilos y de la
función plaquetaria (150) y producción de radicales libres.
Parece ser que la enzima CD73 (clúster de diferenciación 73) es la principal vía
de producción de adenosina. De hecho, el PI miocárdico se asocia con un incremento de la 
actividad CD73 y del metabolismo de la adenosina (151). Diversos estudios señalan a la 
adenosina como molécula mediadora de la fase temprana y tardía del PI a través de su
interacción con diferentes receptores en órganos tales como el corazón (receptor A1) y el hígado
(receptor A2) (152).
 Óxido Nítrico (NO)
Diversos estudios centrados en el PI demuestran que el NO modula la perfusión
microvascular a través de su efecto vasodilatador (153) y de sus acciones antiinflamatorias (153­
156). El NO juega un papel fundamental en la fase precoz y en la fase tardía del PI. La fase
precoz está mediada por la isoforma eNOS mediante la síntesis de cGMP (157), la posterior
inhibición de los niveles de cAMP, y la reducción en las demandas energéticas. La fase tardía es
dependiente de la síntesis de proteínas a través de la activación de PKC, NFκB y la transcripción
de la isoforma iNOS.
Se ha demostrado que el NO ejerce un factor protector en múltiples órganos. Por
ejemplo en el hígado, el NO actúa como mediador en el PI mediante la inhibición de la endotelina
(158) y la activación de los receptores A2 de la adenosina (152). No obstante y tal y como se
comenta en apartados previos, el NO tiene un efecto dicotómico. La producción de pequeñas
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cantidades de NO por la isoforma eNOS reduce el daño por IR, mientras que su sobreproducción
por la activación de la isoforma iNOS se asocia a efectos deletéreos.
 Citoquinas
Se ha comprobado que la activación del NFκB tras el PI de miembros inferiores
en ratas indujo una respuesta adaptativa en el corazón (159). El aumento de la expresión de iκB
(inhibidor fracción κB) atenuó la activación del NFκB tras la IR y redujo la magnitud del infarto en
el miocardio.
El TNFα es otra molécula íntimamente relacionada con el PI, de hecho parece
ser que la etapa retardada del PI es TNFα dependiente (160). También se ha comprobado
experimentalmente que el PI hepático reduce los niveles de TNFα (161). 
El PI se ha asociado al bloqueo de otros mediadores inflamatorios como son las
IL-6 e IL-1β, y los neutrófilos circulantes. Dicho bloqueo confirió protección pulmonar frente al 
síndrome de IR (162).
 PKC
Wolfrum et al mostraron que el aumento plasmático de bradiquinina tras el PI
mesentérico se asoció con la activación de las PKC miocárdicas, sugiriendo que dicha
activación es un paso decisivo en la conferencia de cardioprotección (163). 
 Bradiquinina
Shoemaker et al (164) demostraron que el PI mesentérico induce un incremento en los
niveles endógenos de bradiquinina, lo que se asocia con un efecto protector sobre el corazón. 
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 Catecolaminas
El PI se relaciona con un incremento de los niveles cardiacos y basales de
norepinefrina (165). La administración de reserpina, que induce un bloqueo simpático, reduce la 
síntesis de catecolaminas aboliendo los efectos protectores del PI (166).
 Opioides
Se ha visto que el PI se asocia a un aumento en la concentración de opioides
endógenos. Parece ser que los opioides actúan sobre receptores delta (ɗ1) en los órganos
diana, lo cual ha sido comprobado en el corazón, músculo esquelético e intestino (167-169). La
activación de dichos receptores induce efectos similares a los producidos por el PI. 
 Radicales libres
Estudios basados en PI han demostrado que los radicales libres dan lugar a la 
liberación de moléculas inductoras tales como el NO, las catecolaminas, la adenosina, y la
bradiquinina a través de la activación de las kinasas intracelulares (170). 
Chen et al (171) mostraron que los radicales libres indujeron la elevación de
proteínas de choque térmico y la actividad antioxidante mitocondrial, hechos que ayudaron a
mantener la función mitocondrial reduciendo la apoptosis. Los niveles de radicales libres deben
ser cuantificados, pues como se vio previamente, su acumulación deliberada inicia la cascada de 
eventos dañinos de la IR.
 Canales KATP 
Los canales KATP participan activamente en el PI, de hecho la apertura de dichos
canales y la instauración de flujo iónico a su través juega un papel como iniciador (172), como




              
            
            
           
            
        
            
            
           
              
           
   
            
               
             
          
                
             
               
           
            
           
            
 Prostaglandinas
El PI intestinal se ha relacionado con un aumento en la producción de PGE2, lo
que sugiere que el incremento de la actividad endógena de las prostaglandinas podría estar
envuelto en el PI. Brzozowski et al (173) demostraron que los inhibidores de la ciclooxigenasa
(indometacina y el rofecoxib) abolieron los efectos protectores del PI, mientras que el tratamiento
con PGE2 exógeno contrarrestó sus efectos y restauró los efectos protectores del PI.
 Proteínas de choque térmico y la hemo-oxigenasa 1 (HO-1)
Otro mecanismo adaptativo al estrés celular es la expresión de proteínas de
choque térmico (HSPs), las cuales constituyen una familia de proteínas que contribuyen al
mantenimiento e integridad estructural celular. Dentro de este grupo, la HO-1 ha demostrado
jugar un papel importante en el PI (174), al reducir experimentalmente el daño hepático por IR
mediante la prevención de la apoptosis hepática y el déficit de perfusión microvascular (175).
1.3.2 PRECONDICIONAMIENTO ISQUÉMICO INDIRECTO O REMOTO
Se ha demostrado que el precondicionamiento isquémico previene o mitiga los efectos
dañinos de la IR. En apartados previos se habla de la protección ofrecida por el PI a nivel local,
es decir en el órgano precondicionado. No obstante, diversos estudios demuestran que el PI es
capaz de ofrecer también protección remota a diversos órganos (176).
El hecho de que breves y repetitivos períodos de IR de un órgano ejerza protección en
órganos remotos ha sido motivo de estudio por numerosos autores, surgiendo el concepto de PI
remoto o indirecto. Muchos de ellos coinciden en que el PI remoto o indirecto representa una
herramienta quirúrgica novedosa y simple en la prevención de los efectos deletéreos de la 
isquemia cardiaca, hepática o cerebral. McClanahan en 1993 fue el primero en hablar del PI
remoto, al comprobar que breves períodos de IR renal en conejos confirieron protección
miocárdica frente a un período de isquemia prolongada. Parece ser que la protección ofrecida
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por el PI remoto se debe tanto a la liberación de mensajeros bioquímicos al torrente circulatorio 
(vía humoral), como a la activación de vías nerviosas (vía neuronal).
En modelos experimentales animales se ha visto que breves períodos de IR en las
extremidades inferiores, intestino, mesenterio o riñón protegen al miocardio de los efectos
deletéreos de la isquemia prolongada. Paralelamente en humanos, el PI del tejido
musculoesquelético ha sido utilizado para ejercer protección al miocardio (166).
Recientemente se ha demostrado en un modelo de autotrasplante pulmonar en cerdos
que el PI atenuó el daño pulmonar por IR (177). No obstante, todavía queda por esclarecer los
efectos del PI pulmonar sobre órganos remotos como por ejemplo el hígado.
1.3.3	 MODELOS EXPERIMENTALES Y CLÍNICOS DE PRECONDICIONAMIENTO 
ISQUÉMICO 
En la literatura médica disponemos de numerosos estudios centrados en la investigación
de las medidas y maniobras profilácticas y terapéuticas para prevenir el daño asociado al 
proceso de IR. El PI constituye una herramienta quirúrgica que ha sido investigada en
profundidad durante muchos años y que ha demostrado reducir el daño por IR y sus
consecuencias sistémicas (142).
Para el estudio del PI se han utilizado múltiples modelos experimentales basados en la 
oclusión de estructuras vasculares principales, bien mediante oclusión directa, o mediante la 
aplicación de un torniquete externo. La mayoría de los modelos experimentales han sido
desarrollados en el corazón e hígado (173, 178, 179), riñón (180-182) y, sobretodo, en miembros
inferiores (162, 165, 166, 183-185). El principal foco de investigación ha sido históricamente la 
protección miocárdica. Los modelos experimentales se han llevado a cabo sobre todo en
roedores y conejos, siendo menores los estudios en grandes mamíferos como cerdos (162, 166, 
184), ovejas (185) o perros (139). 
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Aunque en menor número, también podemos encontrar modelos clínicos de PI en la
literatura. La mayoría se han desarrollado mediante la oclusión transitoria de los miembros
inferiores con torniquete, hallándose protección miocárdica (166) y mejora de la función
pulmonar (186).
Aunque el PI parece que aumenta la tolerancia isquémica de los órganos y tejidos, su
eficacia es dependiente del número de ciclos y de la duración de los mismos. En los distintos
estudios experimentales y clínicos citados se han aplicado diferentes formas de PI, habiendo
resultado la inmensa mayoría eficaces. El establecimiento de los ciclos de PI y su duración debe
depender también del órgano en cuestión pues, como se habla previamente, cada órgano y
tejido presentan una tolerancia isquémica diferente.
Recientemente, se ha comprobado el papel del PI en la prevención del daño por IR
pulmonar (177) a través de un modelo de autotrasplante pulmonar en cerdos (135), modelo que
imita situaciones clínicas de IR pulmonar normotérmica. No obstante, el papel del PI pulmonar en




























   
           
           
            
          
            
        
      
   
        
            
       
        
       
    
        
        
  
       






El proceso de isquemia-reperfusión pulmonar induce una respuesta inflamatoria local y
sistémica que conduce al daño pulmonar local y al daño de órganos remotos, particularmente el 
hígado. Sabemos que el precondicionamiento isquémico atenúa los efectos deletéreos de la IR
pulmonar. Por ello, planteamos la hipótesis de que el precondicionamiento isquémico pulmonar
mediante la aplicación de breves y controlados episodios de isquemia-reperfusión previos a la
isquemia prolongada, tenga un efecto protector sobre la respuesta inflamatoria hepática
secundaria al proceso de isquemia-reperfusión pulmonar.
2.2 HIPÓTESIS SECUNDARIAS
1.	 El autotrasplante pulmonar en cerdo constituye un modelo experimental de isquemia­
reperfusión que imita situaciones de la práctica clínica y parece que hace posible
estudiar el efecto modulador del precondicionamiento isquémico sobre el hígado.
2.	 El presente modelo experimental permite estudiar el daño hepático secundario a la 
isquemia-reperfusión pulmonar mediante la determinación de mediadores
proinflamatorios en el tejido hepático.
3.	 El presente modelo experimental permite estudiar el daño hepático secundario a la 
isquemia-reperfusión pulmonar mediante la determinación del grado de apoptosis en el 
parénquima hepático.
4.	 El precondicionamiento isquémico pulmonar podría modular la respuesta inflamatoria y 




         
         
    
   
           
           
 
             
        
           
   
        







El objetivo general de este estudio fue investigar la respuesta inflamatoria hepática
secundaria al proceso de isquemia-reperfusión pulmonar y su posible modulación mediante el 
precondicionamiento isquémico pulmonar.
2.4 OBJETIVOS SECUNDARIOS
1.	 Determinar un posible efecto de la isquemia-reperfusión pulmonar sobre la expresión de
mediadores proinflamatorios en el hígado en un modelo de autotrasplante pulmonar en
cerdo.
2.	 Determinar si el cambio en la expresión de mediadores proinflamatorios se acompañó de
modificaciones en el grado de apoptosis en el tejido hepático.
3.	 Estudiar la asociación de esta respuesta hepática con alteraciones hemodinámicas y
gasométricas secundarias a la isquemia-reperfusión pulmonar. 
4.	 Determinar el posible efecto beneficioso del precondicionamiento isquémico pulmonar
sobre la respuesta inflamatoria y apoptótica hepática secundaria a la isquemia­
reperfusión pulmonar.
60












































                 
        
           
            
        
           
         
  
  
   
              
                 
                
            
              
                
              
        
             
        
           
             
            
3.1 RESUMEN
Dos grupos (PI y CON) de diez cerdos de la raza Large-White fueron sometidos a un
autotrasplante pulmonar ortotópico mediante neumonectomía izquierda, lobectomía craneal ex
situ, reimplantación del lóbulo caudal y reperfusión del mismo durante treinta minutos. Un tercer
grupo compuesto por cinco animales fue sometido a cirugía simulada (grupo SHAM).
Durante el procedimiento se analizaron diferentes parámetros hemodinámicos,
gasométricos y bioquímicos con la finalidad de estudiar la respuesta hepática al síndrome de
isquemia-reperfusión pulmonar y la posible protección ofrecida por el precondicionamiento
isquémico pulmonar.
3.2 MATERIAL
3.2.1 MATERIAL BIOLÓGICO: ANIMALES
Para desarrollar el presente estudio se han empleado 25 cerdos de la raza Large-White
de ambos sexos. La edad aproximada de los animales ha sido de tres meses con un peso
comprendido entre 35 y 50 kilogramos. Los cerdos de la raza Large-White, o gran cerdo blanco
inglés, son originarios del condado de Yorkshire, Inglaterra. En 1883 la raza Large-White fue
registrada por la Asociación Nacional de Criadores de Cerdo. Se tratan de cerdos uniformemente
blancos, de orejas tiesas y patas largas, y que presentan una elevada fertilidad y un rápido
crecimiento. Son cerdos adaptados a la crianza al aire libre y en cautividad, constituyendo en la 
actualidad una de las razas porcinas más extendidas
Los procedimientos realizados con animales en este Proyecto de Investigación han sido
aprobados por el Comité de Ética en Experimentación Animal (CEEA) del Hospital General 
Universitario Gregorio Marañón (HGUGM), y se practicaron cumpliendo la normativa en vigor
relativa a la protección de los animales utilizados para fines científicos (Directiva 2010/63/UE y
RD 53/2013). La Unidad de Medicina y Cirugía Experimental (UMCE) del HGUGM, está incluida
63
  
             
           
            
             
                
           
    
   
            
      
  
         
           
   
 
    
 
 
en el Registro de Establecimientos de Cría, Suministradores y Usuarios de Animales para la
Experimentación u otros Fines Científicos de la Comunidad de Madrid, como Establecimiento
Usuario con el nº: ES280790000087. La manipulación de los animales ha cumplido con las
normas sobre protección de los animales utilizados en experimentación aplicadas en la UMCE y
ha sido realizada por personal acreditado con las Categorías B y/o C. En la dirección y el diseño
del proyecto, se han seguido los principios de reducción, refinamiento y remplazo
3.2.2 APARATAJE Y MATERIAL FUNGIBLE
 Transductores de presión
Se han empleado transductores de presión desechables Abbott IBP (Abbott,
Irlanda) para monitorizar las variables hemodinámicas.
 Tubo endotraqueal
Para la intubación orotraqueal se utilizaron tubos estándar del modelo Murphy
con balón. El tamaño del tubo empleado (del número 5,5 al 7) dependió del peso y longitud del 
animal (Fig. 8).
Fig. 8: Tubo endotraqueal
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 Catéteres vasculares
La arteria femoral fue canalizada con un catéter vascular de 7,5 F, mientras que
en la vena femoral se optó por un catéter de 9 F (Fig. 9).
Fig. 9: Catéter vascular
 Catéter de Swan-Ganz o catéter de arteria pulmonar (CAP)
Diseñado a principios de los años setenta por los doctores William Ganz y 
Jeremy Swan, su utilidad inicial fue el tratamiento y la monitorización de los infartos agudos de
miocardio. Con el paso de los años se ha extendido su uso clínico a diversas patologías.
Este dispositivo permite monitorizar de forma continua la presión en la arteria
pulmonar, medir la presión de enclavamiento pulmonar o presión capilar pulmonar (PCP) y
estimar el gasto cardiaco por termodilución.
El catéter de Swan-Ganz empleado en el estudio es el de arteria pulmonar de
triple conducto o termodilución. El tamaño es de 7 F con una longitud de 110 cm. En su extremo
distal se encuentra un balón de látex, de 1,5 ml de capacidad de aire, cuyo inflado permite
facilitar la progresión del catéter. El inflado del balón conduce a la obstrucción voluntaria del flujo
sanguíneo en la rama de la arteria pulmonar en la cual se encuentra localizado, permitiendo la 




    
   
               
  
          
        
               
         
    
         
       
   
 
      
Fig. 10: Catéter de Swan-Ganz
	 Material suplementario
o	 Catéter introductor de un diámetro de 9 F que facilita la entrada, retirada y recolocación
del CAP.
o	 Material para la medición de presiones: alargaderas, conexiones rígidas y sistemas
transductores de presión conectados a un monitor.
o	 Monitores de registro de presiones y de la curva de termodilución. Hoy en día incluyen el 
software necesario para el cálculo directo de los parámetros hemodinámicos derivados.
3.2.3 QUIRÓFANOS E INSTALACIONES
Todos los procedimientos anestésicos y quirúrgicos del presente estudio fueron
realizados en el quirófano de la Unidad de Cirugía Experimental del Hospital General 
Universitario Gregorio Marañón (Fig. 11).
Fig. 11: Vista panorámica del quirófano
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Las instalaciones del quirófano incluyen dos mesas quirúrgicas, cuatro lámparas
quirúrgicas de alta intensidad y el equipo de instrumental quirúrgico estándar, además del
material específico de cirugía torácica (Fig. 12).
Fig. 12: Mesa de instrumental quirúrgico
Respecto al equipamiento anestésico, el quirófano dispone de un respirador modelo 
Dräger SA 1 (Dräguer Medical, Lübeck, Alemania) (Fig. 13), de un capnógrafo Ohmeda 5250
RGM (General Electric Health Care, USA) (Fig. 14), de un analizador de gases GEM Premiere
5000 (Fig. 15), de un monitor de Swan-Ganz de gasto continuo (Edwards, Irving, California, USA)
y de un desfibrilador con palas externas e internas Life Pulse (HVE, Miami, USA) (Fig. 16).
Fig. 13: Respirador Dräger SA 1 Fig. 14: Capnógrafo Ohmeda
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Fig. 15: Analizador de gases GEM Premiere Fig. 16: Life Pulse
3.3 MÉTODOS
3.3.1 DESCRIPCIÓN DEL EXPERIMENTO
El presente experimento representa un modelo de isquemia-reperfusión pulmonar. El
modelo consiste en la realización de un autotrasplante pulmonar y permite estudiar los efectos
remotos en el hígado de la IR pulmonar mediante biopsias hepáticas. El grupo experimental de
intervención terapéutica es sometido a maniobras de precondicionamiento isquémico.
Bajo anestesia general e intubación orotraqueal se realizó un autotransplante pulmonar
ortotópico mediante neumonectomía izquierda, lobectomía craneal izquierda ex situ y 
reimplantación del lóbulo caudal izquierdo.
Los animales de experimentación fueron randomizados en tres grupos: grupo control 
(CON; n = 10) en el que se realiza el procedimiento descrito en el apartado anterior; grupo
experimental (PI; n = 10) en el que además de la cirugía descrita se llevan a cabo maniobras de
precondicionamiento isquémico previas a la neumonectomía, mediante dos ciclos de cinco
minutos de oclusión de la arteria pulmonar izquierda con un intervalo de reperfusión de cinco
minutos entre las dos oclusiones; y grupo SHAM (SHAM; n = 5) sometido a cirugía simulada
(considerado el grupo control del control), esto es sin realizar resección pulmonar y sin las
maniobras de precondicionamiento isquémico.
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3.3.2 PROTOCOLO ANESTÉSICO
Se establece un ayuno previo a la intervención de 18 horas para alimentos sólidos,
permitiendo la ingesta de agua hasta el momento del procedimiento quirúrgico.
La premedicación del animal consiste en la administración de una dosis única de
ketamina 10 mg/Kg intramuscular (“Ketolar”, Parke Davis, Pfizer, Dublin, Ireland), procediendo
posteriormente a su traslado hasta el quirófano.
Una vez colocado en la mesa del quirófano, se procede a la canalización de un acceso
venoso periférico (abbocath nº20) a nivel de la vena dorsal de la oreja para la inducción
anestésica (Fig. 17). Paralelamente, el animal es monitorizado para obtener un registro
electrocardiográfico continuo y una saturación periférica de oxígeno (Sa O2), y es preoxigenado
con oxígeno al 100%.
Fig. 17: Canalización vía periférica
La inducción anestésica se realiza mediante la perfusión intravenosa de fentanilo 3
µg/kg (“Fentanest”, Kern Pharmaceuticals, Houston, TX), propofol al 1% 4mg/kg (“Diprivan”,
AstraZeneca, Macclesfield, Cheshire, UK) y atracurio 0,6 mg/kg (“Tracrium”, Glaxo Smith Kline,
Brentford, UK).
Tras la inducción anestésica se procede a la intubación orotraqueal del animal (tubo nº 
5,5-7) y a la conexión del tubo a un respirador modelo Dräger SA 1 (Dräguer Medical, Lübeck,
69
  
            
               
            
             
           
  
    
            
          
             
     
   
  
           
         
  
            
       
Alemania) (Fig. 18). Iniciamos una ventilación mecánica controlada por volumen con los
siguientes parámetros: un volumen corriente de 8 ml/kg, una frecuencia respiratoria entre 12 y 15
rpm y una relación inspiración/espiración 1:2. El objetivo es mantener al animal en una situación
de normocapnia (PaCO2 entre 35-40 mmHg), por lo que los parámetros respiratorios pueden ser
modificados si fuese necesario. La FiO2 proporcionada a lo largo del experimento es de 1.
Fig. 18: Intubación Orotraqueal
En el mantenimiento anestésico se administra propofol al 2% a 8-10 mg/kg/h en
perfusión continua intravenosa, empleando dosis suplementarias de fentanilo y atracurio si es
preciso. También se mantiene una perfusión continua de cristaloides a 5-6 ml/kg/h, añadiendo
sustancias coloides según requerimientos.
3.3.3 PROTOCOLO QUIRÚRGICO
 Procedimientos invasivos previos
Previamente a la intervención quirúrgica llevamos a cabo una serie de
procedimientos invasivos: traqueostomía, accesos venosos y arteriales, cistostomía y
laparotomía media.
Una vez colocado el animal en la mesa de quirófano se prepara el campo
quirúrgico con una solución aséptica (povidona iodada).
70
  
               
              
              
   
 
     
          
           
         
   
        
             
           
El primer paso es la realización de una traqueostomía (Fig. 19), procediendo a
la retirada del tubo orotraqueal y a la intubación a través del traqueostoma con un tubo de 6 mm.
Este paso facilitará el avance y retirada del tubo traqueal en los momentos en que sea necesario 
establecer la ventilación unipulmonar.
Fig. 19: Traqueostomía
Previa disección quirúrgica del paquete vasculo-nervioso femoral se canalizan la
vena y arteria femorales (Fig. 20), lo cual permite la realización de los estudios hemodinámicos y 
la extracción de las muestras sanguíneas durante el procedimiento quirúrgico.
Fig. 20: Canalización vasos femorales
La uretra del cerdo tiene forma de sacacorchos, lo que imposibilita la inserción
de una sonda vesical mediante el procedimiento convencional. Para solventar este problema, se
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realiza una cistostomía suprapúbica a través de una minilaparotomía media (Fig. 21). La
cistostomía permitirá controlar el ritmo de diuresis del animal durante la intervención.
Fig. 21: Cistostomía
Antes de colocar al animal en decúbito lateral, realizamos una laparotomía
media subxifoidea de unos 5 o 6 cm (Fig. 22). La realización de la laparotomía nos facilitará la
posterior toma de biospias hepáticas.
Fig. 22: Laparotomia media subxifoidea
 Neumonectomía
Una vez realizados los procedimientos preliminares, se coloca al animal en
decúbito lateral derecho y se realiza una toracotomía anterolateral izquierda con costectomía de 
una costilla. A continuación se inicia la neumonectomía: disección de la vena ázigos, disección
de la vena pulmonar craneal y de la arteria principal izquierda y disección de la vena pulmonar
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caudal previa liberación del ligamento pulmonar. En el momento de la sección bronquial se inicia 
la ventilación unipulmonar (se disminuye el volumen tidal a 6 ml/kg para realizar ventilación
protectora pulmonar) mediante la progresión del tubo endotraqueal hasta el bronquio
intermediario derecho. Al mismo tiempo las estructuras vasculares (venas pulmonares y arteria
pulmonar) son seccionadas y preparadas para facilitar la posterior anastomosis.
En el momento de la oclusión de la arteria pulmonar se procede a la
heparinización sistémica mediante la administración de 300 UI/Kg (Mayne Pharma España, S.L)
en bolo, para prevenir su trombosis durante la cirugía de banco.
 Cirugía de banco
La cirugía de banco consiste en la realización de una lobectomía craneal (Fig.
23). Previamente a ésta se perfunde el injerto a través de la arteria pulmonar (anterógradamente)
y de las venas pulmonares (retrógradamente) con un litro de solución de la Universidad de
Wisconsin a 10-15ºC. Paralelamente se ventila el injerto mediante un resucitador manual
conectado a un tubo endotraqueal (FiO2 21%). A continuación se completa la lobectomía craneal
tras la sección de las ramas vasculares y la sutura del muñón bronquial.
El pedículo del lóbulo caudal que va a ser reimplantado lo constituyen la arteria pulmonar
izquierda, la vena pulmonar caudal y el bronquio principal izquierdo.




           
        
            
           
             
            
       
  
            
          
          
           
            
         
  
             
            
            
          
               
              
          
 Reimplante
El reimplante del lóbulo caudal se realiza mediante la anastomosis de los
elementos broncovasculares. En el bronquio se realiza una anastomosis termino-terminal con
una sutura continua con prolipropileno 4.0 (“Prolene”, Ethicon, INC, Somerville, New Jersey,
USA). En la anastomosis arterial termino-terminal se utiliza sutura continua con polipropileno 5.0
(“Prolene”, Ethicon, INC, Somerville, New Jersey, USA), y en la anasotomosis entre la vena
pulmonar caudal y la aurícula izquierda se emplea una sutura continua con polipropileno 6.0
(“Prolene”, Ethicon, INC, Somerville, New Jersey, USA). 
 Reperfusión
Tras el reimplante, el tubo endotraqueal es retirado hasta carina traqueal y se
restablece la ventilación bipulmonar. Una vez comprobado que el lóbulo reimplantado ventila
adecuadamente se inicia la reperfusión, primero de forma retrógrada (despinzando la aurícula
izquierda), y luego de forma anterógrada (despinzando la arteria pulmonar). La reperfusión se
mantiene durante 30 minutos, tras los cuales se procede a la eutanasia del animal con
profundización anestésica e inducción de cardioplejía con cloruro potásico.
3.3.4 DISEÑO EXPERIMENTAL
Los 25 animales de experimentación fueron randomizados en tres grupos: grupo control
(CON; n = 10), grupo experimental (PI; n = 10), y grupo SHAM (n = 5).
En el grupo control (n = 10) se realizó el protocolo quirúrgico descrito previamente. En el
grupo experimental (n = 10) además de la cirugía se aplicó el precondicionamiento isquémico
mediante dos períodos de oclusión de 5 minutos de la arteria pulmonar, intercalando 5 minutos
de reperfusión entre las dos oclusiones. El grupo SHAM (n = 5) corresponde al grupo de cirugía
simulada, es decir sin realizar resección pulmonar ni precondicionamiento isquémico (Fig. 24).
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Fig. 24: Esquema diseño experimental
3.3.5 MOMENTOS DE MEDICIÓN Y TOMA DE MUESTRAS
Las mediciones y recogida de muestras se realizan en cinco momentos del experimento
según se describe a continuación (Fig. 25):
 Basal (B): se realiza el estudio hemodinámico y se extrae una muestra de
sangre arterial para obtener una gasometría arterial. Las mediciones basales se
realizan pasados 30 minutos de la toracotomía, estando el animal bajo ventilación
bipulmonar.
 Pre-neumonectomía (Pn): antes de completar la neumonectomía izquierda y una
vez establecida la ventilación unipulmonar, se realiza otra gasometría arterial, un
nuevo estudio hemodinámico y una biopsia hepática.
 Pre-reperfusión (PRp): una vez reimplantado el lóbulo caudal y antes de iniciar la
reperfusión se vuelve a realizar otro estudio hemodinámico, se extrae una nueva
gasometría arterial y se obtiene la segunda biopsia hepática.
 10 minutos post-reperfusión (Rp-10’): pasados 10 minutos del restablecimiento
del flujo sanguíneo se repite el estudio hemodinámico, la gasometría arterial y se
realiza la tercera biopsia hepática.
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 30 minutos post-reperfusión (Rp-30’): tras 30 minutos de reperfusión del lóbulo
pulmonar caudal se vuelven a realizar las mimas mediciones que en los puntos
previos y se obtiene la cuarta biopsia hepática.
En el grupo experimental, las mediciones y toma de biopsia hepática correspondientes al 
momento Pn son realizadas tras la aplicación de las maniobras de precondicionamiento
isquémico.
En el grupo SHAM, en el que no se realiza la neumonectomía izquierda, los momentos
anteriores se corresponden con los siguientes tiempos: basal (igual), Pn (120 minutos tras la 
toracotomía); PRp (120 minutos tras Pn); Rp-10’ (10 minutos tras PRp); y Rp-30’ (30 minutos tras
PRp).
Fig. 25: Esquema momentos de medición y toma de muestras
3.3.6 VARIABLES HEMODINÁMICAS
Las variables hemodinámicas analizadas en el estudio son la presión arterial media 
(PAM), el índice cardiaco (IC) y la frecuencia cardiaca (FC).
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El catéter alojado en la arteria femoral permite medir la presión arterial media (PAM).
Mediante el monitor de gasto cardiaco (Edwards Lifesciences) y utilizando el método de
termodilución, se analiza el índice cardiaco (IC). El método de termodilución se basa en la 
premisa, de que al añadir a la sangre circulante un líquido con una temperatura diferente a la de
la misma sangre, la tasa de flujo sanguíneo será inversamente proporcional al cambio de
concentración de ese líquido inyectado a lo largo del tiempo. La forma en que dicho principio se
aplica al experimento es inyectando diez mililitros de un líquido (suero salino fisiológico) con una
temperatura diferente a la de la sangre (a 0ºC) a través de la luz proximal del catéter venoso
central. Finalmente la frecuencia cardiaca se registra de forma continua gracias a la 
monitorización electrocardiográfica
3.3.7 VARIABLES GASOMÉTRICAS
Las muestras de sangre arterial obtenidas en los diferentes momentos del experimento
fueron analizadas obteniendo los valores de la presión arterial de oxígeno (PaO2), de la presión
arterial de dióxido de carbono (PaCO2) y del pH sanguíneo.
3.3.8 VARIABLES BIOQUÍMICAS EN EL TEJIDO HEPÁTICO
Durante el experimento se tomaron cuatro biopsias del tejido hepático para llevar a cabo
los estudios bioquímicos. Los cuatro momentos de las biopsias hepáticas fueron: pre­
neumonectomía (Pn), pre-reperfusión (PRp), 10 y 30 minutos tras la reperfusión (Rp-10´ y Rp­
30´).
Cada una de las muestras hepáticas fue introducida en un criotubo procediendo a su
inmediata congelación en nitrógeno líquido. Las muestras son almacenadas en un congelador
que las mantiene a una temperatura de – 80ºC hasta su posterior análisis bioquímico.




            
    
             
            
               
            
             
 
            
             
           
   
              
                
    
          
        
            
            
           
      
   
             
              
   
 La expresión proteica del TNFα, de la IL-1 e IL-10 y de la iNOS se obtuvo 
mediante el análisis Western Blot
Las muestras hepáticas, con un peso aproximado de 50-60 mg, se
homogeneizaron en tampón de lisis (cociente 20:250) y fueron sonicadas. Posteriormente las
muestras se hirvieron con tampón de carga de gel [0,100 M Tris-Cl; 4% SDS (dodecilsulfato
sódico); 20% glicerol; 0,1% azul de bromofenol] (ratio 1:1). Para corregir posibles variaciones en
el tamaño de las muestras se determinó la concentración de proteínas por el método de Bradford
(187).
Se empleó la electroforesis en gel de SDS poliacrilamida (10%) para separar el 
total de proteínas equivalentes (30 mg) de cada una de las muestras, siendo posteriormente
transferidas a una membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad, Mississauga, Ontario) mediante un
sistema de transferencia semi seco.
La membrana fue inmediatamente colocada en un tampón de bloqueo (5% de
leche desnatada; 20 mM Tris; pH 7,5; 150 mM NaCl; y 0,01% Tween-20), e incubada durante
una hora a 37ºC.
A continuación, la membrana fue incubada en presencia de anticuerpos
policlonales específicos de conejo [TNFα (1:400; Bio Genesis), IL-1β (1:4000; Bio Genesis), IL­
10 (1:4000; Bio Genesis), e iNOS (1:1000; Bio Genesis) durante una noche a 4ºC.
Posteriormente las membranas se incubaron de nuevo en presencia de un anticuerpo secundario
que reconoce inmunoglobulinas de conejo, acoplado covalentemente a una peroxidasa (1:2000)
(horseradish peroxidase-conjugated polyclonal anti-rabbit IgG secondary antibody, Transduction
Lab, Lexington, KY).
Después de lavar con T-TBS las membranas fueron incubadas con reactantes
de detección ECL Plus (Amersham Life Science Inc., Buckinghamshire, UK) y expuestas a una
película de rayos X.
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Las películas fueron escaneadas con un densitómetro (BioRad GS 800) para
determinar sus densidades ópticas relativas. Usamos marcadores proteicos marcados
previamente para las determinaciones del peso molecular. La reproducibilidad dentro de los
ensayos se evaluó con tres experimentos independientes. Cada ensayo se realizó con tres
replicados. El coeficiente de variación intra-ensayo fue menor de 5%. El coeficiente de variación
inter-ensayo fue menor de 6%
 La expresión del mARN del TNFα, de la IL-1 e IL-10, de la iNOS, del MCP-1 y
del NFκB se obtuvo mediante el aislamiento del ARN y la reacción en cadena 
de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR)
Para el aislamiento del ARN de las muestras hepáticas porcinas, fue utilizado
siguiendo el protocolo de los productores, el kit TRI reactivo (Molecular Research Centre, Inc,
Cincinnati, OH, USA) según el método descrito por Chomczynski y Sacchi (188). La pureza del 
ARN se midió con electroforesis en gel 1,5% agarosa, y las concentraciones de ARN fueron
determinadas con espectrofotometría (260nm).
El sistema de transcripción inversa (Promega, Madison, WI, USA) y un
hexámero pd(N)6 aleatorio fueron utilizados para realizar la transcripción inversa de 2μg de ARN
para la síntesis de cADN. 
La RT-PCR se realizó usando un aparato Applied Biosystems 7300 con SYBR
Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Warrington, UK), y con concentraciones de 300nm
de cebadores específicos. La amplificación RT-PCR fue realizada de la siguiente forma: 50ºC
durante 2 minutos, 95ºC durante 10 minutos, seguido de 40 ciclos de 95ºC durante 15s, 60ºC
durante 1 minuto, 95º C durante 15s, 60ºC durante 30s y 95º durante 15s.
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Para la normalización de la carga del cADN en PCR, se utilizó la amplificación
del 18S rARN por cada muestra. Los cambios relativos en la expresión genética fueron
calculados utilizando el método 2-ΔΔCT (189).






























 El estudio de la apoptosis se realizó mediante la determinación de 
caspasa-3 utilizando la técnica ELISA
Las muestras hepáticas congeladas fueron pesadas y transferidas a tubos de
propileno de 50ml (Falcon; Becton Dickinson, Lincoln Park, NJ, USA) que contenían tampón de
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lisis (4ºC) en un ratio de 10ml tampón/1 gr de tejido mojado. El tampón de lisis consistía en
fenilmetilsulfonilfluoride 1mM (PMSF; Sigma Chemical Company), 1mg/ml pepsatin A (Sigma 
Chemical Company), aprotinina (Sigma Chemical Company), y leupeptina (Sigma Chemical 
Company) en una solución salina tampón 1X fosfato de pH 7.2 (Biofluids, Rockville, MD, USA)
conteniendo 0.05% azida sódica (Sigma Chemical Company).
Las muestras fueron homogeneizadas durante 30 segundos con un
homogeneizador eléctrico (Polytron; Brinkmann Instruments, Westminster, NY) a velocidad
máxima, y los tubos se congelaron en nitrógeno líquido. La homogeneización de las muestras se
llevó a cabo en tres ocasiones para lograr un procesamiento óptimo. Posteriormente fueron
incubadas en un baño maría a 37ºC y centrifugadas a 119,000 x g (1h, 4ºC) para separar las
organelas celulares. El sobrenadante obtenido fue congelado a -80ºC para permitir la formación
de agregados macromoleculares. Tras proceder a su descongelación a 4ºC, los agregados
fueron centrifugados a 3000 g (4ºC) y el homogeneizado final fue medido con una pipeta
graduada. Finalmente, los homogeneizados se almacenaron a -80ºC hasta el momento en que
fueron analizados para detectar la presencia cuantitativa de citoquinas (Biosource) y caspasas
(Sigma Chemical Company), siguiendo las instrucciones del fabricante. 
Usamos el kit ELISA (“Ensayo por Inmunoabsorción Ligada a Enzimas”),
siguiendo las instrucciones del fabricante (Sigma Chemical Company), para medir los niveles de
Caspasa-3 en los homogeneizados hepáticos recogidos de todos los grupos de cerdos.
3.4 ANÁLISIS ESTADÍSTICO
Para realizar el análisis de los datos se utilizó el programa informático SPSS 14.0 (SPSS
Inc, Chicago, USA). Los datos se expresan como media ± error estándar de la media. Se utilizó
el test de Kruskal-Wallis para determinar si había diferencias significativas entre las medias de
los diferentes grupos. Posteriormente, para determinar que medias eran significativamente
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diferentes de otras, se utilizó el test de Mann-Whitney. Se consideró como estadísticamente
significativo un valor P menor 0,05 con un nivel del 95% de confianza.
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En el análisis de las variables generales no se observaron diferencias estadísticamente
significativas entre los grupos control (CON), precondicionamiento isquémico (PI), y simulado
(SHAM) respecto al peso de los animales o duración del procedimiento quirúrgico (Tabla 2).
Tampoco se hallaron diferencias significativas entre los grupos CON y PI en relación al 
tiempo de isquemia pulmonar (Tabla 2).
Tabla 2: Variables demográficas y tiempos quirúrgicos

























108 (10) > 0,05
Los resultados se expresan como media (desviación estándar: DE). CON: grupo control. PI: grupo precondicionamiento
isquémico. SHAM: grupo simulado.
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 Presión arterial media (PAM)
Los valores de presión arterial media muestran gran estabilidad durante las distintas
fases del procedimiento. El análisis estadístico no revela diferencias significativas entre los
grupos CON, PI y SHAM. En las comparaciones intragrupos tampoco se hallaron diferencias
estadísticamente significativas (Tabla 3, Fig. 26).
Fig. 26: Evolución de la presión arterial media (PAM). B: basal. Pn: pre-neumonectomía. PRp: pre­
reperfusión. Rp-10’: 10 minutos post-reperfusión.Rp-30’: 30 minutos post-reperfusión. CON: grupo
control. PI: grupo precondicionamiento isquémico. SHAM: grupo simulado. 
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 Frecuencia cardiaca (FC)
La frecuencia cardiaca se mantiene también estable a lo largo del procedimiento, no
observándose diferencias significativas en los valores de cada uno de los grupos, ni entre grupos
(Tabla 3, Fig. 27).
Fig. 27: Evolución de la frecuencia cardiaca (FC). B: basal. Pn: pre-neumonectomía. PRp: pre­
reperfusión. Rp-10’: 10 minutos post-reperfusión.Rp-30’: 30 minutos post-reperfusión. CON: grupo
control. PI: grupo precondicionamiento isquémico. SHAM: grupo simulado.
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Respecto al índice cardiaco, el análisis estadístico no pone de manifiesto diferencias
significativas intragrupos. No obstante, al comparar los grupos entre sí, se observan diferencias
estadísticamente significativas entre los grupos CON y SHAM en los momentos PRp (P = 0,042)
y Rp-10’ (P = 0,049) (Tabla 3, Fig. 28).
Fig. 28: Evolución del Índice Cardiaco (IC). B: basal. Pn: pre-neumonectomía. PRp: pre-reperfusión.
Rp-10’: 10 minutos post-reperfusión. Rp-30’: 30 minutos post-reperfusión. CON: grupo control. PI:
grupo precondicionamiento isquémico. SHAM: grupo simulado. * P = 0,042 entre los grupos CON y
SHAM. † P = 0,049 entre los grupos CON y SHAM.
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Tabla 3: Variables hemodinámicas

















































4,4 (0,4) * 
5,3 (0,4)
6 (0,6) 






Los resultados se expresan como media (desviación estándar: DE). PAM: presión arterial media. FC: frecuencia cardiaca. IC: índice cardiaco. B: basal. Pn: pre-neumonectomía. PRp: pre­
reperfusión. Rp-10’: 10 minutos post-reperfusión. Rp-30’: 30 minutos post-reperfusión. CON: grupo control. PI: grupo precondicionamiento isquémico. SHAM: grupo simulado. * P = 0,042 entre
los grupos CON y SHAM. † P = 0,049 entre los grupos CON y SHAM.
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 Presión arterial de oxígeno (PaO2)
Los valores de PaO2 en sangre arterial periférica sufren discretas variaciones a lo largo
del procedimiento no observándose diferencias significativas intragrupos (Tabla 4, Fig. 29).
Al comparar los valores de PaO2 en los distintos grupos se observaron diferencias
estadísticamente significativas (P = 0,019) a los 10 minutos post-reperfusión (Rp-10’) entre los
grupos CON y SHAM (Tabla 4, Fig. 29).
Fig. 29. Evolución de la PaO2. B: basal. Pn: pre-neumonectomía. PRp: pre-reperfusión. Rp-10’: 10
minutos post-reperfusión. Rp-30’: 30 minutos post-reperfusión. CON: grupo control. PI: grupo
precondicionamiento isquémico. SHAM: grupo simulado. ﬃ P = 0,019 entre los grupo CON y SHAM.
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 Presión arterial de dióxido de carbono (PaCO2)
La medición de la PaCO2 en sangre arterial periférica muestra gran estabilidad en los
diferentes momentos del procedimiento. No se encontraron diferencias significativas en los
valores intragrupos ni al comparar los diferentes grupos entre sí (Tabla 4, Fig. 30).
Fig. 30: Evolución de la PaCO2. B: basal. Pn: pre-neumonectomía. PRp: pre-reperfusión. Rp-10’: 10
minutos post-reperfusión. Rp-30’: 30 minutos post-reperfusión. CON: grupo control. PI: grupo
precondionamiento isquémico. SHAM: grupo simulado.
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 pH sistémico
El pH sistémico muestra discretas variaciones no significativas en los valores
intragrupos. A pesar de ello el valor del pH sistémico se encuentra en rango fisiológico a lo largo
de todo el procedimiento (Tabla 4, Fig. 31).
Al analizar y comparar los grupos entre sí tampoco se registraron diferencias
significativas (Tabla 4, Fig. 31).
Fig. 31: Evolución del pH sistémico. B: basal. Pn: pre-neumonectomía. PRp: pre-reperfusión. Rp-10’:
10 minutos post-reperfusión. Rp-30’: 30 minutos post-reperfusión. CON: grupo control. PI: grupo
precondicionamiento isquémico. SHAM: grupo simulado.
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Tabla 4: Variables gasométricas


























































Los resultados se expresan como media (desviación estándar: DE). PaO2: presión arterial de oxígeno. PaCO2: presión arterial de dióxido de carbono. pH: pH sistémico. B: basal. Pn: pre­
neumonectomía. PRp: pre-reperfusión. Rp-10’: 10 minutos post-reperfusión. Rp-30’: 30 minutos post-reperfusión. CON: grupo control. PI: grupo precondicionamiento isquémico. SHAM: grupo
simulado. ﬃ P = 0,019 entre los grupos CON y SHAM.
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 Análisis Western Blot del factor de necrosis tumoral alpha (TNFα)
La isquemia-reperfusión pulmonar indujo un aumento en la expresión de la citoquina
proinflamatoria TNFα en el hígado de los animales del grupo CON en los momentos PRp, Rp-10’
y Rp-30’ (P = 0,0051) en comparación con los valores Pn. Un incremento similar fue observado
en el grupo PI en los mismos momentos (P = 0,0069, PRp frente a Pn; P = 0,0051, Rp-10’ frente
a Pn; P = 0,037, Rp-30’ frente a Pn). Por el contrario, en el grupo SHAM la expresión del TNFα
se mantuvo estable a lo largo del procedimiento (Tabla 5, Fig. 32).
En el análisis intergrupos se observó que el incremento en la expresión hepática del 
TNFα fue mayor en el grupo CON con respecto al grupo PI en los momentos PRp, Rp-10’ y Rp­
30’ (P = 0,0029, P = 0,0015 y P = 0,0011, respectivamente). Al comparar el grupo SHAM con los
grupos CON y PI se observaron diferencias significativas en el momento previo a la reperfusión y
tras el restablecimiento del flujo sanguíneo (Tabla 5, Fig. 32).
 Expresión del mARN del factor de necrosis tumoral alpha (mARN TNFα)
Al estudiar las variaciones en la expresión de mARN del TNFα a lo largo del 
procedimiento se observó un incremento en su expresión en el grupo CON en el momento PRp
respecto al momento pre-neumonectomía (Pn) (P = 0,0093). Pasados 10 minutos del inicio de la
reperfusión, la expresión de mARN del TNFα se redujo de forma significativa respecto al valor




             
               
    
 
 
             
         
         
                 
                  
                  
                
                 







Al comparar los tres grupos entre sí, se presenció que la expresión hepática de mARN
del TNFα fue menor en el momento PRp en el grupo PI respecto al grupo CON (P = 0,047)
(Tabla 5, Fig. 33).
Fig. 32: Expresión hepática del factor de necrosis tumoral α (TNFα). Pn: pre-neumonectomía.
PRp: pre-reperfusión. Rp-10’: 10 minutos post-reperfusión. Rp-30’: 30 minutos post­
reperfusión.CON: grupo control. PI: grupo precondicionamiento isquémico. SHAM: grupo
simulado. Análisis intragrupos: § P = 0,0051 frente a Pn; # P = 0,0069, PRp frente a Pn; ⱡ P =
0,037 Rp-30’ frente a Pn. Análisis intergrupos: ₳ P = 0,0029, entre los grupos CON y PI; ₴ P =
0,0015, entre los grupos CON y PI; Ж P = 0,0011, entre los grupos CON y PI; ₱ P = 0,00066,
entre los grupos CON y SHAM; Ɫ P = 0,0013, entre los grupos CON y SHAM; ◊ P = 0,0027,
entre los grupos CON y SHAM; | P = 0,0047, entre los grupos PI y SHAM; ¶ P = 0,04, entre los











               
          
          
               







Fig. 33: Expresión hepática de mARN del factor de necrosis tumoral α (mARN TNFα). Pn: pre­
neumonectomía. PRp: pre-reperfusión. Rp-10’: 10 minutos post-reperfusión. Rp-30’: 30 minutos
post-reperfusión. CON: grupo control. PI: grupo precondicionamiento isquémico. SHAM: grupo
simulado. Análisis intragrupos: * P = 0,0093 PRp frente a Pn; ﬃ P = 0,049 Rp-10’ frente a PRp. 
Análisis intergrupos: † P = 0,047 entre los grupos PI y CON.
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Tabla 5: Variables bioquímicas. Citoquinas proinflamatorias. Factor de necrosis tumoral alpha








48,9 (3,05) § ₱ 
35,8 (2,89) # ₳ | 
21,2 (0,94) 
48,6 (3,78) § Ɫ 
32,1 (2,59) § ₴ ¶ 
23,7 (1,95) 
42,6 (2,87) § ◊ 









3,19 (0,57) * 
1,62 (0,31) † 
1,31 (0,38)






Los resultados se expresan como media (desviación estándar: DE). TNFα: factor de necrosis tumoral α. TNFα mARN: mARN del factor de necrosis tumoral α. Pn: pre-neumonectomía. PRp: pre­
reperfusión. Rp-10’: 10 minutos post-reperfusión. Rp-30’: 30 minutos post-reperfusión. CON: grupo control. PI: grupo precondicionamiento isquémico. SHAM: grupo simulado. Análisis intragrupos
TNFα: § P = 0,0051 frente a Pn; # P = 0,0069, PRp frente a Pn; ⱡ P = 0,037 Rp-30’ frente a Pn. Análisis intergrupos TNFα: ₳ P = 0,0029, entre los grupos CON y PI; ₴ P = 0,0015, entre los
grupos CON y PI; Ж P = 0,0011, entre los grupos CON y PI; ₱ P = 0,00066, entre los grupos CON y SHAM; Ɫ P = 0,0013, entre los grupos CON y SHAM; ◊ P = 0,0027, entre los grupos CON y
SHAM; | P = 0,0047, entre los grupos PI y SHAM; ¶ P = 0,04, entre los grupos PI y SHAM. Análisis intragrupos TNFα mARN: * P = 0,0093 frente a Pn; ﬃ P = 0,049 frente a PRp. Análisis




      
                 
               
               
            
         
  
               
               
              
                 
         
       
           
                 
                   
             
         
               
               
     
 
 
 Análisis Western Blot de la Interleuquina 1 (IL-1)
En el grupo CON, la expresión hepática de la IL-1 fue mayor en los momentos PRp (P =
0,0069), Rp-10’ y Rp-30’ (P = 0,0051) en comparación con los valores Pn. A su vez, el valor de la 
expresión de IL-1 fue superior también en el momento Rp-10’ respecto al PRp (P = 0,0051) y en
el momento Rp-30’ respecto al Rp-10’ (0,0051). En los grupos PI y SHAM, la expresión de la IL-1 
se mantuvo estable a lo largo del procedimiento sin registrar diferencias significativas (Tabla 6,
Fig. 34).
En el análisis intergrupos, se observó que la expresión de IL-1 fue menor en los grupos
PI y SHAM en comparación con el grupo CON. Se encontraron diferencias significativas entre los
grupos PI y CON en los momentos PRp (P = 0,0039), Rp-10’ y Rp-30’ (P = 0,0001), momentos
en los que también se objetivaron diferencias entre los grupos CON y SHAM (P = 0,0047, P =
0,0013 y P = 0,00066, respectivamente) (Tabla 6, Fig. 34).
 Expresión del mARN de la Interleuquina-1 (mARN IL-1)
La expresión tisular hepática del mARN de la IL-1 aumenta progresivamente hasta
alcanzar su valor máximo tras 10 minutos de reperfusión en el grupo CON (P = 0,0069, Rp-10’ vs
PRp; P = 0,0051, Rp-10’ frente a Pn) y en el grupo PI (P = 0,046, Rp-10’ frente a PRp; P = 0,028,
Rp-10’ frente a Pn). En el grupo SHAM la expresión del mARN de la IL-1 se mantiene estable a
lo largo de todo el procedimiento (Tabla 6, Fig. 35).
Al comparar la expresión del mARN de la IL-1 entre los grupos CON y PI se observó que
en el grupo PI su expresión fue menor respecto al grupo CON a los 30 minutos post-reperfusión









            
           
           
                   
                
                       









Fig. 34: Expresión hepática de la Interleuquina 1 (IL-1). Pn: pre-neumonectomía. PRp: pre­
reperfusión. Rp-10’: 10 minutos post-reperfusión. Rp-30’: 30 minutos post-reperfusión. CON: grupo
control. PI: grupo precondicionamiento isquémico. SHAM: grupo simulados. Análisis intragrupos: ₱ P 
= 0,0069, PRp frente a Pn; ﬃ P = 0,0051, Rp-10’ y Rp-30’ frente a Pn; Ɫ P = 0,0051, Rp-10’ frente a
PRp; ₣ P = 0,0051, Rp-30’ frente a Re-10’. Análisis intergrupos: ◊ P = 0,0039, entre el grupo CON y
el PI; ¥ P = 0,0047, entre el grupo CON y el SHAM; □ P = 0,0001, entre el grupo CON y el PI; | P = 












             
          
           
                  
                  
                
                 







Fig. 35: Expresión hepática del mARN de la Interleuquina-1 (mARN IL-1). Pn: pre-neumonectomía.
PRp: pre-reperfusión. Rp-10’: 10 minutos post-reperfusión. Rp-30’: 30 minutos post-reperfusión.
CON: grupo control. PI: grupo precondicionamiento isquémico. SHAM: grupo simulado. Análisis
intragrupos: * P = 0,049, PRp frente a Pn; ﬃ P = 0,0051, Rp-10’ y Rp-30’ frente a Pn; § P = 0,0069,
Rp-10’ frente a PRp; # P = 0,013 Rp-30’ frente a PRp; ⱡ P = 0,028 Rp-10’ frente a Pn; ﬂ P = 0,046
Rp-10’frente a PRp. Análisis intergrupos: † P = 0,00025, entre los grupos CON y PI; ₳ P = 0,028,
entre los grupos CON y SHAM; ₴ P = 0,00066, entre los grupos CON y SHAM; Ж P = 0,0303, entre
los grupos PI y SHAM.
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Tabla 6: Variables bioquímicas. Citoquinas proinflamatorias. Interleuquina 1








23,6 (0,99) ₱ ¥ 
18,4 (1,08) ◊ 
16,8 (1,02) 
30,6 (1,36) ﬃ Ɫ | 
18,9 (0,42) □ 
17,8 (1,36) 
24,7 (0,99) ﬃ ₣ ₴ 
16,9 (0,77) □ 
16,3 (0,68) 







1,17 (0,21) * ₳ 
0,85 (0,10)
0,65 (0,04) 
3,35 (0,44) ﬃ § ₴ 
2,01 (0,32) ⱡ ﬂ Ж 
0,69 (0,10) 
2,86 (0,21) ﬃ # ₴ 
1,11 (0,06) † 
0,58 (0,14) 
Los resultados se expresan como media (desviación estándar: DE). IL-1: interleuquina-1. IL-1 mARN: mARN de la interleuquina-1. Pn: pre-neumonectomía. PRp: pre-reperfusión. Rp-10’: 10
minutos post-reperfusión. Rp-30’: 30 minutos post-reperfusión. CON: grupo control. PI: grupo precondicionamiento isquémico. SHAM: grupo simulado. Análisis intragrupos IL-1: ₱ P = 0,0069,
PRp frente a Pn; ﬃ P = 0,0051, Rp-10’ y Rp-30’ frente a Pn; Ɫ P = 0,0051, Rp-10’ frente a PRp; ₣ P = 0,0051, Rp-30’ frente a Re-10’. Análisis intergrupos IL-1: ◊ P = 0,0039, entre los grupos
CON y PI; ¥ P = 0,0047, entre los grupos CON y SHAM; □ P = 0,0001, entre los grupos CON y PI; | P = 0,0013, entre los grupos CON y SHAM; ₴ P = 0,00066, entre los grupos CON y SHAM.
Análisis intragrupos IL-1 mARN: * P = 0,049, PRp frente a Pn; ﬃ P = 0,0051, Rp-10’ y Rp-30’ frente a Pn; § P = 0,0069, Rp-10’ frente a PRp; # P = 0,013 Rp-30’ frente a PRp; ⱡ P = 0,028 Rp-10’
frente a Pn; ﬂ P = 0,046, Rp-10’ frente a PRp. Análisis intergrupos IL-1 mARN: † P = 0,00025, entre los grupos CON y PI; ₳ P = 0,028, entre los grupos CON y SHAM; ₴ P = 0,00066, entre los 




       
       
          
               
          
              
               
       
                
             
                












4.4.2 PROTEÍNA QUIMIOTÁCTICA DE MONOCITOS 1 (MCP-1)
 Expresión de mARN de la proteína quimiotáctica de monocitos 1 (MCP-1)
En el grupo CON el proceso de isquemia-reperfusión pulmonar se asoció con un 
aumento de la expresión del mARN de la MCP-1 en el tejido hepático en los momentos PRp (P = 
0,037), Rp-10’ y Rp-30’ (P = 0,0051) respecto al valor Pn. También resultó significativo el 
aumento de los valores Rp-10’ y Rp-30’ respecto a los valores PRp (P = 0,028, P = 0,021,
respectivamente) Dicho incremento en la expresión de mARN de la MCP-1 no se observó en los
grupos PI y SHAM (Tabla 7, Fig. 36).
Al analizar y comparar los tres grupos entre sí, se registró que la expresión de mARN de
la MCP-1 fue significativamente mayor en el grupo CON respecto al grupo PI en los momentos
Rp-10’ y Rp-30’ (P = 0,00013 y P = 0,00008 respectivamente). En los grupos CON y SHAM se









              
          
         
               
                
                  
          
Fig. 36: Expresión del mARN de la proteína quimiotáctica de monocitos 1 (MCP-1). Pn: pre­
neumonectomía. PRp: pre-reperfusión. Rp-10’: 10 minutos post-reperfusión. Rp-30’: 30 minutos
post-reperfusión.CON: grupo control. PI: grupo precondicionamiento isquémico. SHAM: grupo
simulado. Análisis intragrupos: * P = 0,037, PRp frente a Pn; ﬃ P = 0,0051, Rp-10’ y RP-30’
frente a Pn; § P = 0,028, Rp-10’ frente a PRp; # P = 0,021, Rp-30’ frente a PRp. Análisis
intergrupos: † P = 0,00013, entre los grupos CON y PI; ₳ P = 0,0027, entre los grupos CON y
SHAM; ₴ P = 0,00008, entre los grupos CON y PI.
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Tabla 7: Variables bioquímicas. Proteína quimiotáctica de monocitos 1







1,85 (0,25) * 
1,58 (0,14)
1,25 (0,25)
3,37 (0,39) ﬃ § ₳ 
1,35 (0,19) † 
1,17 (0,26)
2,96 (0,25) ﬃ # ₳ 
1,01 (0,20) ₴ 
1,01 (0,25)
MCP 1 mARN 
Los resultados se expresan como media (desviación estándar: DE). MCP-1 mARN: mARN de la proteína quimiotáctica de monocitos 1. Pn: pre-neumonectomía. PRp: pre-reperfusión. Rp-10’:
10 minutos post-reperfusión. Rp-30’: 30 minutos post-reperfusión. CON: grupo control. PI: grupo precondicionamiento isquémico. SHAM: grupo simulado. Análisis intragrupos MCP-1 mARN: * P 
= 0,037, PRp frente a Pn; ﬃ P = 0,0051, Rp-10’ y RP-30’ frente a Pn; § P = 0,028, Rp-10’ frente a PRp; # P = 0,021, Rp-30’ frente a PRp. Análisis intergrupos MCP-1 mARN: † P = 0,00013, entre
los grupos CON y PI; ₳ P = 0,0027, entre los grupos CON y SHAM; ₴ P = 0,00008, entre los grupos CON y PI.
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4.4.3 CITOQUINA ANTIINFLAMATORIA INTELEUQUINA 10 (IL-10)
 Análisis Western Blot de la Interleuquina 10 (IL-10)
La expresión tisular hepática de la citoquina antiinflamatoria IL-10 se mantuvo estable a
lo largo de todo el procedimiento en los tres grupos. No se registraron diferencias significativas ni 
en el análisis intragrupos, ni en el intergrupos (Tabla 8, Fig. 37).
Fig. 37: Expresión hepática de la Interleuquina 10 (IL-10). Pn: pre-neumonectomía. PRp: pre­
reperfusión. Rp-10’: 10 minutos post-reperfusión. Rp-30’: 30 minutos post-reperfusión. CON: grupo
control. PI: grupo precondicionamiento isquémico. SHAM: grupo simulado.
 Expresión del mARN de la citoquina antiinflamatoria Inteleuquina 10 (IL-10)
Tras el restablecimiento del flujo sanguíneo pulmonar (Rp-10’ y Rp-30’) se observó que
la expresión tisular hepática del mARN de la IL-10 se redujo de forma significativa en el grupo
CON en comparación con los valores Pn (P =0,047 y P = 0,0051 respectivamente). En los




            
             
                
            
 
             
          
           
                 
                
                   
Al realizar el análisis intergrupos, se observó que los valores de la expresión del mARN
de la IL-10 en los momentos Rp-10’ y Rp-30’ fueron menores en el grupo CON respecto al grupo
PI (P = 0,023 y P = 0,016 respectivamente). Este hecho se repitió al comparar los grupos CON y
SHAM (P = 0,028 y P = 0,04, respectivamente) (Tabla 8, Fig. 38).
Fig. 38: Expresión hepática del mARN de la interleuquina 10 (IL-10). Pn: pre-neumonectomía.
PRp: pre-reperfusión. Rp-10’: 10 minutos post-reperfusión. Rp-30’: 30 minutos post-reperfusión.
CON: grupo control. PI: grupo precondicionamiento isquémico. SHAM: grupo simulado. Análisis
intragrupos: * P = 0,047, Rp-10’ frente a Pn; ﬃ P = 0,0051, Rp-30’ frente a Pn. Análisis
intergrupos: † P = 0,023, entre los grupos CON y PI; ₳ P = 0,028, entre los grupos CON y
SHAM; ₴ P = 0,016, entre los grupos CON y PI; Ж P = 0,04, entre los grupos CON y SHAM.
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Tabla 8: Variables bioquímicas. Citoquina antiinflamatoria Interleuquina 10



























1,01 (0,13) * ₳ 
1,81 (0,29) † 
1,76 (0,23) 
0,72 (0,10) ﬃ Ж 
1,30 (0,20) ₴ 
1,44 (0,23) 
Los resultados se expresan como media (desviación estándar: DE). IL-10: Interleuquina 10. IL-10 mARN: Interleuquina 10 mARN. Pn: pre-neumonectomía. PRp: pre-reperfusión. Rp-10’: 10
minutos post-reperfusión. Rp-30’: 30 minutos post-reperfusión. CON: grupo control. PI: grupo precondicionamiento isquémico. SHAM: grupo simulado. Análisis intragrupo: * P = 0,047, Rp-10’
frente a Pn; ﬃ P = 0,0051, Rp-30’ frente a Pn. Análisis intergrupo: † P = 0,023, entre los grupos CON y PI; ₳ P = 0,028, entre los grupos CON y SHAM; ₴ P = 0,016, entre los grupos CON y PI;
Ж P = 0,04, entre los grupos CON y SHAM.
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4.4.4 FACTOR DE TRANSCRIPCIÓN NUCLEAR NFκB
 Expresión de mARN del factor de transcripción nuclear kappa B (NFκB)
La expresión de mARN del NFκB presentó gran estabilidad a lo largo de todo el
procedimiento en los grupos PI y SHAM. En el grupo CON se registró un aumento significativo
en su expresión en el momento Rp-10’ respecto al valor Pn (P = 0,0069) (Tabla 9, Fig. 39).
En las comparaciones entre los tres grupos no se registraron diferencias significativas
(Tabla 9, Fig. 39).
Fig. 39: Expresión hepática del mARN del factor de transcripción nuclear NFκB. Pn: pre­
neumonectomía. PRp: pre-reperfusión. Rp-10’: 10 minutos post-reperfusión. Rp-30’: 30 minutos
post-reperfusión. CON: grupo control. PI: grupo precondicionamiento isquémico. SHAM: grupo
simulado. Análisis intragrupo: * P = 0,0069, Rp-10’ frente a Pn.
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Tabla 9: Variables bioquímicas. Factor de transcripción nuclear kappa B
VARIABLE GRUPO Pn PRp Rp 10’ Rp 30’
CON 1,09 (0,09) 1,34 (0,21)* 1,71 (0,15) 1,31 (0,19)
PI 1,09 (0,10) 1,17 (0,15) 1,37 (0,19) 1,33 (0,17)NκFβ mARN
SHAM 1,09 (0,16) 1,02 (0,07) 1,08 (0,17) 1,07 (0,14) 
Los resultados se expresan como media (desviación estándar: DE). NFκB mARN: mARN del factor de transcripción nuclear NFκB. Pn: pre-neumonectomía. PRp: pre-reperfusión. Rp-10’: 10
minutos post-reperfusión. Rp-30’: 30 minutos post-reperfusión. CON: grupo control. PI: grupo precondicionamiento isquémico. SHAM: grupo simulado. Análisis intragrupo NFκB mARN: * P = 




          
       
              
                
           
        
 
 
              
          







4.4.5 METABOLISMO DEL ÓXIDO NÍTRICO
 Análisis Western Blot de la isoforma inducible de la óxido nítrico sintasa y
expresión del mARN de la iNOS (nARN iNOS)
Los valores de la iNOS y de la expresión del mARN de la iNOS no sufren variaciones
significativas a lo largo del procedimiento en ninguno de los tres grupos (Tabla 10, Figs. 40 y 41).
Al comparar los tres grupos entre sí, tampoco se observaron diferencias
estadísticamente significativas (Tabla 10, Figs. 40 y 41).
Fig. 40: Valor de la iNOS (isoforma inducible de la óxido nítrico sintasa). Pn: pre-neumonectomía.
PRp: pre-reperfusión. Rp-10’: 10 minutos post-reperfusión. Rp-30’: 30 minutos post-reperfusión.












               
          
           
Fig. 41: Expresión del mARN de la iNOS (isoforma inducible de la óxido nítrico sintasa). Pn: pre­
neumonectomía. PRp: pre-reperfusión. Rp-10’: 10 minutos post-reperfusión. Rp-30’: 30 minutos post­
reperfusión. CON: grupo control. PI: grupo precondicionamiento isquémico. SHAM: grupo simulado.
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Tabla 10: Variables bioquímicas. Isoforma inducible de la óxido nítrico sintasa

































Los resultados se expresan como media (desviación estándar: DE). iNOS: isoforma inducible de la óxido nítrico sintasa. iNOS mARN: mARN de la isoforma inducible de la óxido nítrico sintasa. 





      
               
            
               
             
               
              
               
       
 
             
           
          
                   
                
            
4.4.6 APOPTOSIS
 Cuantificación por ELISA de la Caspasa 3
Los niveles proteicos de Caspasa 3 aumentaron de forma significativa en el grupo CON
a medida que avanzaba el procedimiento: PRp, Rp-10’ y Rp-30’ vs Pn (P = 0,043), Rp-10’ y Rp­
30’ vs PRp (P = 0,043) y Rp-30’ vs Rp-10’ (P = 0,043). En el grupo PI se registró un incremento
en el momento Rp-30’ en comparación con el momento Rp-10’ (P = 0,043) (Tabla 11, Fig. 42).
En el análisis intergrupos se observó que el incremento en los niveles de Caspasa 3 fue
mayor en el grupo PI respecto al grupo SHAM en el momento Rp-30’ (P = 0,016). A su vez dicho 
incremento fue mayor en el grupo CON en comparación con el grupo PI en los momentos PRp,
Rp-10’ y Rp-30’ (P = 0,009) (Tabla 11, Fig. 42).
Fig. 42: Niveles proteicos de Caspasa 3. Pn: pre-neumonectomía. PRp: pre-reperfusión. Rp-10’: 10
minutos post-reperfusión. Rp-30’: 30 minutos post-reperfusión. CON: grupo control. PI: grupo
precondicionamiento isquémico. SHAM: grupo simulado. Análisis intragrupos: * P = 0,043, PRp, Rp­
10’ y Rp-30’ frente a Pn; ﬃ P = 0,043, Rp-10’ y Rp-30’ frente a PRp; § P = 0,043, Rp-30’ frente a Rp­
10’. Análisis intergrupos: † P = 0,009, entre los grupos CON y PI; ₳ P = 0,0079, entre los grupos
CON y SHAM; ₴ P = 0,016, entre los grupos PI y SHAM.
113
  















    
    




   
   
  
     
   
  
      
     
  
                     
                            






Tabla 11: Variables bioquímicas. Caspasa 3
VARIABLE GRUPO
Caspasa 3
Pn PRp Rp 10’ Rp 30’
8,53 (0,31) * ﬃ ₳ 11,4 (0,31) * ﬃ § ₳CON 5,47 (0,13) 6,84 (0,06) * 
7,29 (0,22) § † ₴PI 5,46 (0,29) 5,69 (0,25) † 5,84 (0,34) † 
SHAM 5,35 (0,38) 5,26 (0,45) 5,09 (0,13) 6,07 (0,09) 
Los resultados se expresan como media (desviación estándar: DE). Pn: pre-neumonectomía. PRp: pre-reperfusión. Rp-10’: 10 minutos post-reperfusión. Rp-30’: 30 minutos post-reperfusión.
CON: grupo control. PI: grupo precondicionamiento isquémico. SHAM: grupo simulado. Análisis intragrupo: * P = 0,043, PRp, Rp-10’ y Rp-30’ frente a Pn; ﬃ P = 0,043, Rp-10’ y Rp-30’ frente a


























      
           
          
         
           
              
          
          
  
              
              
            
            
              
           
              
            
      
           
            
            
            
            
              
           
5.1 EFECTOS DEL SÍNDROME DE ISQUEMIA-REPERFUSIÓN PULMONAR
Es ampliamente conocido que la deprivación del aporte sanguíneo a un órgano
constituye un serio problema en diversos procedimientos médicos y quirúrgicos habituales tales
como la terapia trombolítica, el trasplante de órganos y el by-pass cardiopulmonar (1). 
Aunque el restablecimiento del flujo sanguíneo es esencial para la prevención del daño
tisular irreversible, la reperfusión per se es capaz de perpetuar e incluso amplificar el daño
orgánico inducido por el período de isquemia. Esta respuesta inflamatoria desencadenada por la 
reperfusión de tejidos isquémicos previamente viables constituye el conocido síndrome de
isquemia-reperfusión (4). 
El síndrome de IR además de inducir efectos adversos locales puede manifestarse como
una afectación orgánica remota (5). De hecho, los efectos sistémicos pueden ser incluso más
perjudiciales que sus efectos locales y son frecuentemente observados en el sistema renal,
pulmonar, hepático y cardiovascular. La intensidad de la respuesta inflamatoria en el seno del
proceso de IR puede ser de tal envergadura, que desencadene un síndrome de respuesta
inflamatoria sistémica (SRIS) y un síndrome de disfunción orgánica múltiple (SDOM). La
aparición de estos síndromes constituye la principal causa de muerte en las unidades de
pacientes críticos, estimándose que sean la causa del 30-40% de los fallecimientos en unidades
terciarias de referencia de cuidados intensivos (5). 
Actualmente, los cirujanos torácicos realizan procedimientos cada vez más complejos
que envuelven procesos de IR pulmonar y cardiaca. El trasplante pulmonar, el trasplante lobar
de donante vivo, la resección pulmonar en manguito con reconstrucción de la arteria pulmonar y
la extirpación de tumores centrales pulmonares con posterior reimplantación del lóbulo o de los
lóbulos remanentes son situaciones clínicas que conllevan procesos de IR pulmonar (177).
Tradicionalmente se pensaba que el sistema pulmonar era resistente a los efectos de la
isquemia debido a su doble aporte sanguíneo (bronquial y pulmonar) y a su suministro
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independiente de O2 a través del espacio alveolar (74). No obstante, está ampliamente aceptado
que la delicada membrana alveolo-capilar es una estructura extremadamente sensible al daño
isquémico (75). 
Los efectos locales de la IR pulmonar incluyen daño alveolar, edema pulmonar e
hipoxemia. Además de los efectos locales comentados, la reperfusión del parénquima pulmonar
isquémico se asocia al daño de órganos remotos (132) y al desarrollo de los síndromes
previamente mencionados (SRIS y SDOM). La traducción clínica de estas alteraciones es la 
disfunción pulmonar y de órganos remotos, lo que aumenta significativamente la morbimortalidad
postoperatoria.
La ventilación unipulmonar prolongada (> 1 hora), necesaria para la cirugía de resección
pulmonar, debe ser considerada también como una potencial causa de complicaciones
cardiovasculares a través de la producción de estrés oxidativo severo debido a la reexpansión
pulmonar.
Muchos de los estudios centrados en la búsqueda de técnicas de protección del 
parénquima pulmonar a los efectos deletéreos de la IR están desarrollados en modelos clínicos y
experimentales de trasplante pulmonar con isquemia fría (128). El problema radica en que en
algunas de las situaciones clínicas descritas previamente y que asocian un síndrome de IR
pulmonar no es posible el enfriamiento del órgano. De hecho, en dichas situaciones el pulmón
sufre un tiempo variable de isquemia normotérmica, mientras el edema de reperfusión y la 
necesidad de ventilación postoperatoria son frecuentes (127). En este contexto, el estudio del 
daño pulmonar por IR requiere modelos experimentales en los que la isquemia sea iniciada sin 
frío ni preservación pulmonar. Por otra parte, la mayoría de los estudios de isquemia 
normotérmica están realizados en ratones mediante técnicas de oclusión vascular (21) y menos
frecuentemente incluyen procesos quirúrgicos similares a los que se llevan a cabo en humanos.
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Por lo tanto no existe ningún estudio experimental ideal para situaciones tales como la
reconstrucción de la arteria pulmonar o trasplante lobar de donante vivo en los cuales el órgano
es sometido de repente a isquemia normotérmica.
A pesar de que la IR puede afectar a múltiples órganos, el hígado parece ser
especialmente vulnerable a los efectos deletéreos de la IR (190). El hígado juega un papel crítico
en el mantenimiento de la homeostasis y de la función metabólica del organismo. Su
participación en la detoxificación y filtrado de la sangre intestinal, y en la neutralización de
toxinas y metabolismo de diversos fármacos resulta esencial.
Múltiples estudios experimentales de IR intestinal (190), renal (191, 192), de
extremidades inferiores (52, 193) y de oclusión vascular (194) muestran un daño hepatocelular.
De hecho, el hígado parece ser el primer órgano afectado por la IR intestinal, siendo las células
de Kupffer hepáticas una de las vías más importantes implicadas en la fase temprana de la 
patogenia del daño hepático directo y remoto (195). La disfunción remota hepática en el seno del
síndrome de IR constituye un factor pronóstico en pacientes ingresados en unidades de cuidados
críticos elevando característicamente su morbimortalidad. De hecho, el daño orgánico remoto
hepático secundario a la respuesta inflamatoria sistémica es reconocido como la causa simple
más importante de muerte en las unidades de UCI (195).
Debido a la importancia del síndrome de IR pulmonar y de su repercusión clínica en el 
pronóstico y evolución de los pacientes sometidos a ciertas prácticas médicas y quirúrgicas
habituales, establecemos un modelo experimental que nos permita una mejor comprensión de
sus efectos. Además, el hecho de que el hígado sea un órgano especialmente vulnerable al daño
remoto por la IR, nos motiva al estudio de las moléculas y vías de activación de la posible
respuesta inflamatoria hepática secundaria. Por lo tanto, mediante la elección del procedimiento
experimental de autotrasplante pulmonar en cerdos pretendemos poder estudiar los efectos
remotos de la IR pulmonar en el hígado. Nuestro modelo experimental, al representar un modelo
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de IR normotérmica en mamíferos de gran tamaño, tiene una gran similitud con procedimientos
quirúrgicos torácicos como la angioplastia de la arteria pulmonar o el trasplante lobar de donante
vivo y podría incluso tener cierta aplicabilidad clínica.
Retomando la línea argumental de que la IR pulmonar podría relacionarse con una
disfunción hepática remota, encontramos diversos estudios que platean dicha hipótesis. Esme et
al (132) presentan un modelo de IR pulmonar en ratas, las cuales fueron sometidas a diferentes
tiempos de isquemia (60 y 120 minutos) y posterior reperfusión durante 60 minutos. En el modelo
experimental de Esme et al la isquemia fue inducida mediante la oclusión del hilio pulmonar
izquierdo con una pinza vascular no traumática. En dicho estudio se comprobó que un período
de isquemia de 60 minutos seguido de 60 minutos de reperfusión fue suficiente para aumentar
significativamente la actividad mieloperoxidasa hepática, la cual representa un índice de
reclutamiento de neutrófilos. La elevación de la actividad mieloperoxidasa hepática se acompañó
de un incremento hepático de los marcadores de estrés oxidativo.
De forma similar en el presente modelo experimental se observó una respuesta
inflamatoria remota en el hígado, la cual se caracterizó por un incremento en los niveles de la
expresión proteica y del mARN de las citoquinas proinflamatorias TNFα e IL-1. La expresión de
los mediadores inflamatorios citados aumentó de forma significativa al final del período de
isquemia y durante la fase inicial de la reperfusión. Este hecho nos hace pensar que la expresión
del TNFα y de la IL-1 constituye la etapa más precoz del daño remoto asociado al proceso de IR.
Cabe destacar que la expresión del TNFα fue mayor al final de la isquemia y, aunque mantuvo
niveles elevados durante la reperfusión, estos fueron significativamente menores a los del 
momento PRp. Respecto a la expresión de la IL-1, observamos un aumento al final del período
de isquemia manteniéndose elevada durante la reperfusión. A tenor de nuestros resultados,
podría afirmarse que el papel de la IL-1 y sobretodo del TNFα es esencial en el inicio de la 
respuesta inflamatoria sistémica y podrían considerarse como iniciadores de la misma.
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Además, al revisar la literatura podemos comprobar que diversos autores a través de sus
diferentes estudios experimentales coinciden con nosotros en apuntar al TNFα e IL-1 como
iniciadores o mediadores de la inflamación de fase temprana. Yassin et al (52) en un modelo 
experimental de IR de miembros inferiores en ratas observaron que las citoquinas
proinflamatorias TNFα e IL-1 fueron los primeros mediadores inflamatorios en verse alterados y
se relacionaron directamente con el desarrollo del síndrome de respuesta inflamatoria sistémica
(SRIS) (52). En el estudio de Yassin et al también queda reflejado que el TNFα presenta una
vida media corta, llegando a la conclusión de que presenta un período refractario que hace que
al cabo de 1-2 horas sus niveles vuelven a adquirir los valores basales. Estos datos concuerdan
con nuestro estudio en el cual el TNFα adquiere sus valores máximos al final del período de
isquemia para luego disminuir durante la reperfusión. En el estudio de Yassin et al también se
discute a cerca de la vía de producción de estos mediadores inflamatorios señalando a la vía de
producción local y a las células de Kupffer (macrófagos residentes en el hígado) como
principales protagonistas.
Paralelamente, en otro estudio de IR de miembros inferiores en ratas observamos
similitudes con los resultados de Yassin et al y con los nuestros, al comprobar que la liberación
de TNFα es una de las principales vías implicadas en la fase temprana de la patogenia del daño
hepático directo y remoto (195). Los autores de este estudio demuestran que el inicio del daño
hepático en respuesta a la IR de miembros inferiores consiste en una reducción de la perfusión
microvascular hepática mediada por la liberación de TNFα (195). Los resultados observados son
comprobados en otros modelos de IR, de hecho la IR renal también se asocia a un daño remoto
hepático.
Varios estudios demuestran que tanto el daño renal isquémico (191, 196) como el no
isquémico (191) inducen una alteración en el parénquima hepático. Los autores de estos
estudios presentan resultados similares a los nuestros, al comprobar que la elevación de los
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niveles de IL-1 y TNFα ocurre en las primeras etapas del daño renal. Además, al igual que
Yassin et al predicen que las vías de producción de dichos mediadores son la vía local y las
células de Kupffer (196). Estos resultados aportan más evidencia, si cabe, al papel que podría
jugar el TNFα como director de orquesta del síndrome de IR al jugar un papel fundamental como
iniciador y como inductor de la síntesis de otros mediadores inflamatorios (191).  
Horie et al (69) también pretenden demostrar mediante un modelo de IR intestinal el 
protagonismo del TNFα y la IL-1 en el daño remoto hepático. Como se comenta previamente, el
hígado parece ser el primer órgano afectado en el seno de la IR intestinal, relacionándose dicho
daño con la generación de mediadores inflamatorios (TNFα e IL-1) en el intestino postisquémico
y en el propio parénquima hepático.
Queda patente la similitud de nuestros resultados con los de diversos modelos de IR
(miembros inferiores, riñón e intestino) respecto al daño hepático y al rol del TNFα e IL-1. Estos
hallazgos podrían ser extrapolables a otros modelos, ya que es conocido que la IR renal induce
un daño cardiaco mediado principalmente por el TNFα (197), mientras que la IR intestinal 
concurre en similitudes respecto al daño pulmonar remoto que induce (198). 
La implicación de las citoquinas proinflamatorias TNFα e IL-1 en las primeras fases de la 
respuesta inflamatoria al síndrome de IR parece clara. No obstante, recientemente se le ha
atribuido un papel crucial en este proceso inicial a la proteína quimiotáctica de monocitos 1 
(MCP-1). La MCP-1 es una quimioquina que regula la migración y la activación de los monocitos
y macrófagos, adquiriendo especial protagonismo en el reclutamiento de macrófagos al lugar de
la inflamación y daño tisular (23). Parece ser que la MCP-1 es producida en una gran variedad
de células epiteliales de forma constitutiva y tras la inducción de estrés oxidativo, citoquinas y
factores de crecimiento. De hecho, la MCP-1 ha demostrado ser estimulada in vitro por el TNFα
e IL-1 (24). 
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En un estudio previo usando un modelo experimental similar al actual (177), nuestro
grupo demostró que la expresión pulmonar del MCP-1 aumentó al final del período de isquemia y
se mantuvo elevada durante la reperfusión. En nuestro estudio previo pudimos observar que la 
expresión del MCP-1 siguió un patrón similar al del TNFα y la IL-1. Este dato sugiere que debe
existir una intensa relación entre estos tres mediadores y confirma su fuerte implicación en la 
respuesta inflamatoria secundaria al síndrome de IR. Además, los resultados obtenidos
coincidían con los de otros autores en los que se demostraba que la expresión de MCP-1 se
relaciona con un daño pulmonar por IR en un modelo experimental en ratas (199).
De forma similar, en el actual estudio observamos que la expresión hepática del mARN
de la MCP-1 aumentó de forma significativa al final del período de isquemia y siguió aumentando
durante las primeras fases de la reperfusión. La expresión hepática del MCP-1 se ha
acompañado de la expresión de las citoquinas proinflamatorias TNFα e IL-1, lo cual nos hace
pensar que la síntesis de estos tres mediadores está íntimamente relacionada y que actúan de
forma sinérgica en el daño remoto por IR.
Paralelamente al aumento de la expresión de las citoquinas proinflamatorias TNFα e IL-1 
y de la quimioquina MCP-1, en el presente estudio observamos un descenso en la expresión
hepática del mARN de la IL-10. De hecho, la expresión de la IL-10 fue significativamente menor
durante la reperfusión (Rp-10’ y Rp-30’) en comparación con su expresión en el momento Pn.
La IL-10 es una citoquina antiinflamatoria que podría jugar un papel importante en la protección
frente al daño secundario a la IR. En un modelo de IR renal (196) se observó que la IL-10 
producida en el hígado aminoraba el daño isquémico renal agudo. Además, se ha comprobado




           
           
    
             
          
            
              
            
              
            
          
          
       
              
          
               
             
             
             
      
          
           
             
            
          
El aumento de la expresión de las citoquinas proinflamatorias asociado al descenso de
las citoquinas antiinflamatorias crea un desequilibrio que podría amplificar los efectos deletéreos
asociados al síndrome de IR.
Por otra parte, diversos estudios experimentales usando diferentes modelos de IR han
intentado determinar la implicación del metabolismo del NO en el síndrome de IR. Hay que
reconocer que debido al efecto polivalente del NO, la mayoría de las conclusiones de estos
estudios son contradictorias (135). No obstante, parece ser que el NO producido por las
isoformas constitutivas de la enzima NOS (nNOS y eNOS) podría ser responsable de efectos
beneficiosos como el control del tono vascular y de la agregación de plaquetas y neutrófilos. Por
el contrario, el NO producido por la isoforma inducible de la NOS (iNOS) se ha relacionado con la 
fisiopatología del daño por IR, el choque y la inflamación (1, 37, 200). De hecho, la 
sobreproducción del NO vía iNOS durante la reperfusión se ha propuesto como componente
importante en la patogenia del síndrome de IR (37, 38, 200, 201).
Las tres isoformas de la NOS son expresadas en el pulmón, de hecho en nuestro estudio 
experimental previo comprobamos un marcado descenso de los niveles plasmáticos de NO y
una menor actividad de las enzimas nNOS y eNOS en el parénquima pulmonar (135). Estos
cambios se acompañaron de un incremento de la actividad de la iNOS pulmonar durante los
períodos de isquemia y reperfusión. Cabe recordar que el objetivo de nuestro estudio previo fue
confirmar los efectos locales de la IR pulmonar (135), mientras que en el actual hemos estudiado
sus efectos remotos sobre el parénquima hepático.
Lamentablemente, en el presente estudio no se han observado diferencias
estadísticamente significativas en los diferentes momentos de medición de la expresión del
mARN iNOS en el parénquima hepático. Hay que reconocer que en el presente estudio no se
han medido los niveles sistémicos del NO. No obstante, basándonos en averiguaciones previas
(37, 38, 41, 86, 121, 200, 201) es presumible que éstos estarían elevados y que podrían
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relacionarse con algunos de los efectos sistémicos del daño por IR. El halo que rodea al NO y las
repercusiones de los cambios en su metabolismo en el seno del proceso de IR es un tema que
todavía no está totalmente esclarecido y que precisaría de más estudios en el futuro.
El NFκB es un factor de transcripción que regula la expresión de diversos genes de
relacionados con la respuesta inflamatoria. De hecho, su activación se ha relacionado con la 
síntesis de citoquinas proinflamatorias (TNFα e IL-1), enzimas proinflamatorias (COX-2 e iNOS),
y moléculas de adhesión (159). Por todo ello, se le atribuye un papel central en las respuestas de
señalización en el seno del proceso de IR. En un estudio de IR cardiaco en ratas (159), se
demostró que el NFκB es activado durante los periodos de isquemia y reperfusión regulando la 
síntesis de los mediadores inflamatorios recientemente citados.
En nuestro estudio la expresión del mARN del NFκB se mantuvo estable, observándose
un incremento significativo aislado en el grupo CON en los primeros momentos de la reperfusión
en comparación con su valor basal.
Actualmente disponemos de suficiente evidencia sobre el papel que desempeña la 
apoptosis o muerte celular programada en la patogenia del daño asociado al síndrome de IR
(198). La apoptosis constituye un mecanismo esencial en el mantenimiento de la homeostasis y
aunque interviene en diversos procesos fisiológicos, se ha relacionado también con ciertas
situaciones patológicas.
De hecho, la apoptosis ha demostrado jugar un papel importante en el daño por IR
hepática. En un estudio experimental de IR hepática en ratas quedó patente que la apoptosis fue
la principal causa de muerte celular durante la reperfusión hepática que siguió a un tiempo
prolongado de isquemia (73). La apoptosis fue el hallazgo histológico más relevante durante la 
fase inicial de la reperfusión, y se acompañó de una respuesta inflamatoria sistémica con
afectación de órganos remotos. Parece ser que durante la etapa temprana del daño hepático por
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reperfusión, la liberación de mediadores inflamatorios y los diferentes procesos de estrés
resultarían en la activación de la vía de la apoptosis (73). 
Paralelamente, se ha demostrado que el daño renal (isquémico y no isquémico) también
induce una afectación hepática remota manifestada por un incremento de la apoptosis (191). En
dicho estudio, Golab et al (191) observaron un aumento significativo de hepatocitos con caspasa
3 activada durante la fase inicial de daño renal. Cabe recordar que las caspasas constituyen una
familia de proteasas sintetizadas como precursores enzimáticos inactivos. Dentro de esta gran
familia, las caspasas 3, 8 y 9 son las que están más íntimamente relacionadas con el fenómeno
de apoptosis. La activación de la Caspasa 3 en el parénquima hepático se relacionó
directamente con la liberación de citoquinas proinflamatorias y con la extensión del daño
hepático (191). 
Estos hallazgos coinciden con los resultados obtenidos en nuestro estudio, en el que los
niveles de caspasa 3 en el hígado aumentaron de forma significativa en el grupo CON durante
todo el proceso. Dicho aumento fue más evidente durante reperfusión (Rp-10’ y Rp-10’) y al
compararlo con el grupo SHAM.
Resultados similares son observados en un modelo experimental de IR de miembros
inferiores. En dicho estudio, McCarter et al (194) demostraron que la actividad de la caspasa 3
se triplicó en las tres horas siguientes al inicio de la reperfusión. El aumento en la actividad de la
caspasa 3 en el parénquima hepático se continuó con una fragmentación del ADN al alcanzar la 
sexta hora de reperfusión (194).
Parece más que evidente que la IR pulmonar, renal y de los miembros inferiores inducen
una muerte celular hepática por apoptosis. Al mismo tiempo se ha comprobado que la IR
orgánica también induce muerte celular pulmonar por apoptosis. Como se comenta previamente,
el pulmón y el hígado han demostrado ser órganos especialmente sensibles a los efectos
dañinos de la IR. La presencia de apoptosis pulmonar ha sido demostrada histológicamente en
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un estudio experimental de IR intestinal. Parece ser que la apoptosis pulmonar sería inducida por
diferentes vías que activarían la familia de las caspasas, proponiéndose al TNFα como una de
las posibles vías de activación (198). 
De forma análoga a los hallazgos observados en el hígado, la presencia de apoptosis se
relacionó con la activación de la caspasa 3 en las células epiteliales pulmonares. Además, la 
apoptosis mostró tener una estrecha relación con las citoquinas proinflamatorias (TNFα y IL-1),
proponiéndose a dichos mediadores inflamatorios como responsables de la inducción de la
apoptosis pulmonar. La presencia de apoptosis pulmonar se asoció a la pérdida de la función de
la barrera epitelial y endotelial pulmonar, hecho que parece precipitar el desarrollo del DPA y del 
SDRA (202). 
Paralelamente, la IR renal también se ha asociado con apoptosis pulmonar y cardiaca
(197, 203). Los resultados de estos estudios demuestran que la IR renal se asoció a una
disfunción pulmonar y cardiaca, en la que la apoptosis jugó un papel fundamental. Además, la 
presencia de apoptosis se asoció nuevamente a una sobreexpresión de TNFα en el corazón
(197), poniendo en evidencia la estrecha relación entre ambos.
Las similitudes existentes entre los estudios experimentales citados y el nuestro ponen
de manifiesto la existencia de una íntima relación entre el fenómeno de apoptosis y la liberación
de mediadores inflamatorios en el seno del síndrome de IR. En nuestro estudio, la IR pulmonar
ha demostrado inducir la liberación de mediadores inflamatorios (TNFα, IL-1 y MCP-1) durante la 
fase final del periodo de isquemia y la fase inicial de la reperfusión. Como quedó demostrado en
un estudio previo (177) de nuestro grupo, estos mediadores desencadenan una respuesta
inflamatoria local en el pulmón. Además de la respuesta inflamatoria local, en el presente estudio
ha quedado patente que la IR pulmonar indujo un daño hepático remoto manifestado por la 
presencia de una respuesta inflamatoria y del fenómeno de apoptosis.
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A tenor de los resultados obtenidos es presumible pensar que la liberación de
mediadores inflamatorios en respuesta a la IR pulmonar induciría la activación de vías de
señalización dando lugar a una respuesta inflamatoria hepática. En todo este complejo proceso
parece ser que el TNFα juega un papel protagonista. El TNFα es el primer mediador inflamatorio 
en verse alterado, observándose una elevación descontrolada al final del periodo de isquemia y 
durante la fase inicial de reperfusión. Junto al TNFα se produce la elevación de otros mediadores
inflamatorios íntimamente relacionados como son la IL-1 y el MCP-1. Cierto es que dichos
mediadores permanecen elevados durante más tiempo durante la reperfusión, sugiriendo que su
producción podría estar desencadenada por la elevación inicial de TNFα. Paralelamente, se ha
sugerido que el TNFα guarda una estrecha relación con el fenómeno de apoptosis. Hemos
observado, que el fenómeno de apoptosis es más evidente a los 30 minutos postreperfusión.
Este dato podría sugerir que la intensidad del fenómeno de apoptosis guardaría relación
con la duración del periodo de reperfusión (73). 
Por todo ello, pensamos que el TNFα es una de las moléculas más importantes en el 
síndrome de IR y que su elevación precoz podría relacionarse con los subsecuentes eventos. Al 
mismo tiempo, la elaboración de estrategias preventivas frente al proceso de IR podrían ir
dirigidas a moléculas como el TNFα.
La elección del modelo experimental de autotrasplante pulmonar en cerdos nos ha
permitido comprobar los efectos del síndrome de IR pulmonar y en cierta medida dilucidar
algunos de los puntos clave. Esto nos permite dar paso a la discusión de la estrategia preventiva




              
           
             
               
             
            
            
       
             
           
              
            
               
            
               
         
   
           
            
              
              
              
               
 
5.2 PRECONDICIONAMIENTO ISQUÉMICO PULMONAR
Debido a la magnitud de las consecuencias del síndrome de IR y a sus devastadores
efectos, han sido numerosos los esfuerzos dirigidos al desarrollo de estrategias terapéuticas
para prevenir o limitar su aparición. El daño asociado a la IR adquiere especial importancia en el 
campo de la cirugía. En su máxima expresión, el síndrome de IR puede hacer fracasar la
intervención quirúrgica debido a un fallo o necrosis del injerto con efectos sistémicos adversos
(204). No obstante, es importante recordar que incluso isquemias sutiles intraoperatorias pueden
contribuir al desarrollo de un cuadro de inflamación sistémica que afecta directamente al curso
perioperatorio e incrementa la morbilidad a largo plazo (51).
Uno de los métodos más efectivos para prevenir o atenuar las devastadoras
consecuencias del síndrome de IR es el precondicionamiento isquémico. El PI se basa en la 
premisa de que la exposición repetida de los tejidos a breves episodios de isquemia o hipoxia
podría protegerlos frente a los efectos perjudiciales de una isquemia más prolongada. Este
fenómeno fue inicialmente descrito por Murry et al en 1986, al observar que breves periodos de
IR en el corazón canino lo protegía frente una isquemia prolongada (139). Con posterioridad, el 
PI ha sido estudiado en otros modelos experimentales en órganos como el corazón, el hígado y 
el músculo esquelético (204). No obstante, el principal foco de investigación ha sido
tradicionalmente el corazón.
La evidencia pone de manifiesto la existencia de distintas fases de adaptación isquémica
y protección que confiere el PI. El comienzo de la fase precoz coincide con el inicio de la 
reperfusión, dura aproximadamente 3 horas y parece que se debe a la liberación de sustancias
endógenas. Por el contrario, la fase tardía se relaciona con la síntesis de nuevas proteínas y con
la alteración de la expresión génica. Los efectos de la fase tardía empiezan a hacerse evidentes




              
            
            
           
         
           
            
           
              
            
              
            
            
             
              
               
             
                 
             
            
              
           
               
           
           
Durante años se ha especulado a cerca de los complejos mecanismos mediante los
cuales el PI confiere protección frente al síndrome de IR. No obstante, siguen sin estar
completamente definidos y parece ser que el PI representa un proceso multifactorial en el que
participan diferentes moléculas y mediadores inflamatorios interaccionando unos con otros.
Por ejemplo, el metabolismo del NO ha demostrado tener un papel fundamental en el 
inicio y mantenimiento del PI. Diversos estudios centrados en el PI han demostrado que el NO 
modula la perfusión microvascular a través de sus efectos vasodilatadores (153) y sus efectos
antiinflamatorios (154-156). En el hígado, el NO ha demostrado ser un mediador importante en el 
PI mediante su actuación directa sobre el endotelio (158). También se ha visto que el NO es
capaz de regular la apoptosis celular mediante la inhibición de la actividad de las caspasas (142).  
Recientemente se ha observado que la expresión de NFκB en respuesta a un breve
episodio isquémico de los miembros inferiores induce la síntesis de iNOS, la cual también es
producida en respuesta a la liberación de citoquinas (159). Se habla del efecto dual del NFκB, de
modo que su producción excesiva durante el proceso de IR tendría efectos dañinos sobre el 
órgano, mientras que su activación durante el PI daría lugar a una respuesta adaptativa. Parece
ser que el PI regularía la síntesis de NFκB mediante la estimulación de su propio inhbidor (iκB)
(162). El TNFα es una citoquina que juega un papel fundamental en el síndrome de IR, por lo 
que se postula que el PI actuaría a dicho nivel. Diversos estudios apuntan al TNFα como una de
las moléculas más importante en el PI. El PI hepático ha demostrado reducir los niveles
plasmáticos de TNFα (173). Paralelamente el PI cardiaco ha demostrado reducir los efectos
dañinos de la IR cardiaca en ratas manipuladas desprovistas de TNFα (160). Como se comenta
en el apartado anterior, el TNFα y la IL-1 son citoquinas proinflamatorias íntimamente
relacionadas entre sí. En relación a la IL-1, Harkin et al comprobaron que el PI de miembros
inferiores bloqueó el aumento de sus niveles secundario a la IR de miembros inferiores (162, 
184). Recientemente, se ha propuesto que la vía apoptótica juega un papel fundamental en el 
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daño asociado al síndrome de IR. En un estudio experimental de PI en el músculo esquelético se
observó un aumento de la supervivencia muscular mediante la inhibición de la vía mitocondrial 
apoptótica (205). 
Parece claro que el PI representa una herramienta eficaz en la prevención del síndrome
de IR. En modelos experimentales el PI ha demostrado mejorar la función ventricular y disminuir
la acumulación de neutrófilos y la apoptosis en el miocardio (206). Aunque son escasos los
estudios clínicos en humanos, el PI ha mostrado reducir el riesgo postoperatorio de arritmias en
pacientes sometidos a cirugía de by-pass aortocoronario (140) y reducir el daño hepático tras
cirugía de resección hepática (207). En el caso concreto del hígado, se ha observado que el PI
hepático, a través de la oclusión intermitente del flujo portal durante la cirugía de resección
hepática, reduce el daño hepático por IR (195).
No obstante, la aplicación de breves episodios de IR no es la única forma de
precondicionamiento orgánico. De hecho, el precondicionamiento también puede ser inducido
mediante la exposición a alta temperatura o mediante la administración de agentes
farmacológicos.
En un estudio experimental en ratas a las que se indujo una IR intestinal se observó una
supresión de la molécula MFG-E8 en el bazo y en el pulmón tras 4 horas de reperfusión (202). 
La MFG-E8 es una molécula que permite el reconocimiento de las células apoptóticas facilitando
su fagocitosis y aclaramiento. La supresión de dicha molécula se acompañó por tanto de una
disminución en el aclaramiento de las células apoptóticas y de una respuesta inflamatoria 
pulmonar. Se hallaron niveles elevados de IL-1 e IL-6 en el parénquima pulmonar que dieron
lugar a una inflamación local y al desarrollo de daño pulmonar agudo. Paralelamente, la 
administración de MFG-E8 redujo el número de células apoptóticas y suprimió la respuesta
inflamatoria pulmonar. Por lo tanto, el MFG-E8 constituye un claro ejemplo de
precondicionamiento farmacológico en la prevención de los efectos dañinos de la IR (202). 
131
  
            
            
          
            
            
           
             
            
            
            
             
        
          
           
           
        
              
            
           
                
           
        
              
             
            
Como se comenta previamente, el PI ha demostrado ser una estrategia eficaz en la 
prevención del síndrome de IR en el corazón, en el hígado, el cerebro, los riñones y el músculo 
esquelético (139-141, 143-145, 195). No obstante, menos son los estudios dirigidos al PI
pulmonar en un intento de atenuar los efectos deletéreos de la IR pulmonar.
Nuestro grupo ha demostrado previamente que el PI pulmonar previene el aumento del 
estrés oxidativo, la activación de los leucocitos y la liberación de citoquinas proinflamatorias
(TNFα e IL-1) en el parénquima pulmonar tras una IR pulmonar (177). En dicho estudio 
observamos que el PI previno el aumento de los metabolitos de peroxidaxión lipídica, la IL-1, el 
TNFα y el MCP-1 en un modelo experimental de IR pulmonar normotérmica en cerdos mediante
la realización de un autotransplante pulmonar. El PI pulmonar mediante la aplicación de breves
periodos de IR pulmonar atenuó el daño temprano asociado al síndrome de IR y el parénquima
pulmonar mostró una mejor perfusión e intercambio gaseoso (177). 
Paralelamente, el PI orgánico ha demostrado reducir el daño del pulmón donante
durante la fase de isquemia y de reperfusión inherente al trasplante pulmonar en diversos
experimentos en ratas, conejos y perros (162). El PI previno la hipertensión pulmonar, la 
alteración en el intercambio gaseoso y la respuesta inflamatoria pulmonar y sistémica.
Una vez demostrado que el PI pulmonar es una estrategia útil en la prevención del daño
pulmonar por IR pulmonar, el presente estudio va más allá de nuestros pasos previos al 
demostrar que el PI pulmonar reduce la respuesta inflamatoria y la apoptosis en el hígado tras la 
IR pulmonar. En vista a estos resultados se podría especular que el PI ejerce un efecto protector
local sobre el parénquima pulmonar y un efecto protector sobre órganos remotos (hepático)
frente a la respuesta inflamatoria sistémica inducida por la IR pulmonar.
En 1993, Przyklenk et al demostraron que el PI cardiaco podía proteger un territorio a
distancia distinto al lugar donde se realizó el precondicionamiento (208). Dicho fenómeno fue
acuñado con el término de precondicionamiento isquémico remoto (PIR). El PIR constituye por lo
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tanto una maniobra mediante la cual el PI de un órgano protege a otros órganos a distancia de
los efectos dañinos del síndrome de IR.
Como se comenta previamente, el PI tiene un claro efecto protector frente al síndrome
de IR, no obstante, también podría tener desventajas que limitarían su aplicación clínica (142). 
Algunas de estas desventajas son el estrés directo que ocasionaría sobre el órgano en cuestión
y el traumatismo mecánico sobre estructuras vasculares (142).
Por todo ello, el PIR podría superar dichas limitaciones al ser llevado a cabo en vasos
sanos y distantes al territorio que sufrirá los efectos de la IR prolongada. De hecho, el PIR ha
sido propuesto como una novedosa maniobra terapéutica en la prevención del daño por IR.
Diversos estudios experimentales han demostrado que breves períodos de IR
mesentérica, renal, intestinal o de miembros inferiores reducen la magnitud del infarto de
miocardio que tiene lugar tras la IR cardiaca (142). Paralelamente, existen estudios clínicos que
muestran que el PI de miembros inferiores induce una protección miocárdica (142). Los efectos
del PIR también han sido observados en otros órganos como el riñón (178), el intestino (209) el 
músculo esquelético (167) y el hígado (174, 190).
Dos estudios experimentales en ratas han demostrado que el PI de los miembros
inferiores confiere protección hepática (174, 190). En uno de ellos se comprobó que el PI de 
miembros inferiores redujo los marcadores bioquímicos de daño hepático y mejoró la perfusión
hepática tras una isquemia hepática prolongada. Esta protección hepática se acompañó de una
mejoría de los parámetros hemodinámicos y de la SaO2 periférica, sugiriendo que el PI de 
miembros inferiores confirió también protección pulmonar (190). En el segundo estudio se
obtuvieron resultados similares (174). El PI de miembros inferiores indujo la síntesis de la HO-1 
en el parénquima hepático, la cual se relaciona directamente con el NO. De hecho, el NO ha
demostrado aumentar la expresión proteica y la actividad enzimática de la HO-1 en un cultivo de 
hepatocitos (174). El mecanismo por el cual la HO-1 ejerce un efecto protector frente a la IR
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hepática no está totalmente descifrado. No obstante, parece evidente la HO-1 confiere
protección frente al síndrome de IR. De hecho, Lai et al (174) demostraron que el PI de 
miembros inferiores indujo una protección hepática frente al síndrome de IR mediada por la HO­
1.
Al mismo tiempo, se ha demostrado que breves periodos de IR hepática previenen los
efectos dañinos en el parénquima renal tras una IR prolongada (178). Ates et al (178) en un
estudio experimental en ratas observaron que el PI hepático evitó el incremento de los valores de
creatinina y BUN y mejoró el aclaramiento renal de creatinina. Los efectos beneficiosos del PI
hepático se debieron en parte a la reducción de la peroxidación lipídica y a la disminución de las
citoquinas proinflamatorias (178). Además de conferir protección renal, el PI hepático ha
demostrado ejercer un efecto protector en otros órganos como el pulmón (150) o el intestino
(173) en otros modelos experimentales.
Los estudios centrados en el precondicionamiento pulmonar son escasos. No obstante,
Waldow et al (162) demostraron en un estudio experimental que la oclusión de la arteria femoral
indujo un efecto protector pulmonar (162). Pese a que el PI no consiguió un bloqueo completo de
la respuesta inflamatoria sistémica, fue suficiente para mantener la integridad pulmonar (162)
mediante la prevención de la hipertensión pulmonar y de la disfunción pulmonar que ocurre tras
la IR.
Los mecanismos que subyacen al efecto protector del PIR sobre órganos remotos y sus
vías de señalización no están totalmente establecidos. El hecho de que la IR intermitente de un
órgano confiera protección a otro órgano remoto podría ser explicado en parte por la liberación
de mediadores o moléculas protectoras desde el órgano precondicionado. Estos alcanzarían los
órganos remotos diana a través del torrente circulatorio (142). No obstante, también es posible
que los procesos de IR controlado induzcan la síntesis de mediadores inflamatorios en pequeñas
cantidades, los cuales activarían mecanismos protectores en los órganos diana (142). 
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Paralelamente, algunos autores proponen la vía neurogénica como uno de los mecanismos
fundamentales en la protección ofrecida por el PIR (142). Por lo tanto, parece lógico pensar que
el mecanismo de protección del PIR podría deberse a la acción sinérgica o interacción entre
ambas vías de señalización, la humoral y la neurogénica.
Al mismo tiempo, el hecho de que el PI de un órgano confiera protección a otro órgano
concreto situado a distancia nos obliga a pensar que debe existir un complejo mecanismo de
interacción o transferencia interorgánica. La mayoría de los estudios de PIR coinciden en la 
transferencia de protección a órganos remotos concretos como el corazón o el hígado. Es
precisamente este hecho, el que nos obliga a tener en cuenta la conexión interorgánica. Un
ejemplo de esta transferencia o interacción interorgánica es el hecho de que la isquemia renal 
pueda estar controlada por órganos extrarrenales como el hígado. En un modelo experimental en
ratas se comprobó que la isquemia renal se asoció con la liberación de citoquinas
proinflamatorias (TNFα, IL-1 e IL-6), pero también ejerció un efecto estimulador en la producción
hepática de la citoquina antiinflamatoria IL-10. En dicho estudio se observó que el riñón
isquémico respondió a los efectos de la IL-10 preservando la función renal (196). El hecho de
que el hígado y otros órganos extrarrenales participen activamente en la regulación del fallo renal 
agudo nos lleva a la conclusión de que la afectación de dichos órganos induciría un daño renal.
Este dato es sumamente importante, obligándonos a la elaboración de maniobras preventivas de
precondicionamiento no sólo en el órgano que sufrirá los efectos directos de la IR prolongada, 
sino también en los órganos que transferirán una protección endógena.
La interacción entre el riñón y el hígado no es un dato aislado, habiéndose comprobado
también una interacción entre el riñón y el pulmón (203). La traducción clínica de la transferencia 
interorgánica adquiere especial importancia en el campo del trasplante de órganos. Se ha
demostrado que el daño traumático cerebral da lugar a una respuesta inflamatoria sistémica
135
  
            
        
           
               
            
          
             
               
              
              
             
              
          
     
              
                
             
             
              
            
     
            
           
            
 
(202), habiéndose observado una inflamación renal en los donantes en muerte cerebral, cosa
que no ocurre en los donantes vivos (202).
En el presente estudio observamos que el PI pulmonar mediante la aplicación de dos
ciclos de 5 minutos de IR atenuó la respuesta inflamatoria hepática. Los valores de las citoquinas
proinflamatorias TNFα e IL-1 fueron significativamente menores en el grupo PI respecto al grupo
CON al final del período de isquemia y durante la reperfusión. Como se comenta previamente, el 
TNFα y la IL-1 resultan ser mediadores inflamatorios que actúan en la etapa temprana del daño
asociado a la IR. Este podría ser el motivo por el cual el PI atenúa dichos mediadores incluso
momentos antes de la reperfusión y durante los 30 minutos que dura la reperfusión en nuestro
estudio. Previamente se discutía acerca de las moléculas implicadas en el síndrome de IR y
consecuentemente en el PI. A tenor de nuestros resultados, puede considerarse a las citoquinas
proinflamatorias TNFα e IL-1 como los mediadores inflamatorios clave en fase temprana de daño
asociado al proceso de IR. Además, dichos mediadores serían responsables también de la 
adaptación isquémica ofrecida por el PI. 
Nuestros resultados no son un hallazgo aislado, y de hecho encontramos dos estudios
con resultados similares a los nuestros. En uno de ellos se muestra que el PI mediante la 
oclusión de ambas arterias femorales evitó el aumento de las citoquinas proinflamatorias de fase
temprana TNFα e IL-1 (162). El bloqueo de dichos mediadores inflamatorios se asoció a una
protección pulmonar (162). Por otra parte, Ates et al (178) demostraron en un estudio
experimental en ratas que el PI hepático redujo los valores de TNFα, lo cual se tradujo en una
protección renal frente a la isquemia prolongada (178). 
La coincidencia de nuestros resultados con los de otros autores aporta credibilidad al 
apuntar a las citoquinas proinflamatorias de fase temprana como iniciadoras o




             
             
               
            
        
           
           
             
               
           
               
             
    
             
              
          
              
              
             
              
            
           
        
               
          
Tal y como se comenta en el apartado anterior, se ha demostrado recientemente que la 
MCP-1 juega un papel muy importante en el síndrome de IR. Además, ha quedado demostrado
que la IL-1 y el TNFα regulan la expresión de MCP-1 (24). Por lo tanto, desde un punto de vista
teórico el bloqueo del aumento de las citoquinas TNFα e IL-1 en el grupo precondicionado
debería acompañarse de un bloqueo también de la MCP-1.
En nuestro estudio previo quedó demostrado que el PI pulmonar redujo los niveles de
MCP-1 en el parénquima pulmonar tras una isquemia pulmonar prolongada (177). En el estudio 
actual, también observamos un bloqueo de la expresión de MCP-1 durante la reperfusión. Por lo 
tanto, el PI pulmonar atenuó la expresión hepática de TNFα, IL-1 y MCP-1. En el caso concreto
del MCP-1 se observaron diferencias significativas entre el grupo PI y CON exclusivamente
durante la reperfusión. Este dato nos hace pensar que la MCP-1 no actuaría en la fase temprana
del precondicionamiento isquémico como es el caso de la IL-1 y TNFα, sino que sus efectos
serían más tardíos.
Nuestros resultados coinciden con los de otros estudios experimentales de PI. Por
ejemplo, se ha demostrado que el PI de miembros inferiores redujo los niveles de las citoquinas
proinflamatorias TNFα e IL-1 y de la MCP-1 en el corazón (210). 
El PI pulmonar no sólo ha conseguido bloquear o atenuar la expresión hepática de las
citoquinas proinflamatorias y de la MCP-1, sino que además bloqueó el descenso de los niveles
de la citoquina antiinflamatoria IL-10. El síndrome de IR pulmonar se asoció a un descenso en
los niveles de IL-10 en el hígado durante la etapa de reperfusión. El PI evitó este descenso,
evidenciándose diferencias significativas entre el grupo PI y el grupo CON. Tal y como se
comenta previamente, la IL-10 tiene efectos antiiflamatorios y ha demostrado regular el síndrome
de IR a través de sus efectos beneficiosos.
Por lo tanto, el PI pulmonar evitó el aumento de las citoquinas proinflamatorias y a su
vez el descenso de la citoquina antiinflamatoria IL-10 en el parénquima hepático. Este hecho,
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previno el desequilibrio entre citoquinas pro y antiinflamatorias que tiene lugar en el síndrome de
IR.
Se ha demostrado que la vía de señalización del NFκB y sus efectos directos sobre la 
iNOS podría ser un mecanismo de acción del PI. En un estudio experimental en ratas (159) se
observó que breves periodos de IR inducen la liberación como el NO y ERO que activan las
cascadas de las quinasas (PKC). Estas sustancias activan factores de transcripción como el 
NFκB, que a su vez regula una batería de genes inflamatorios como la iNOS y la iCOX (159). Los
resultados del citado estudio sugirieron que el PI de los miembros inferiores protegió al corazón
24 horas después de la inducción de una isquemia global. El hecho de que las ratas con
depleción de NFκB no presentasen adaptación isquémica tras las maniobras de PI, apuntan a la 
vía de señalización NFκB y a uno de sus efectores finales (iNOS) como responsables parciales
del mecanismo del PI. 
Como se comenta previamente, se habla del efecto dual del NFκB, el cual ejercería un
efecto dañino durante el proceso de IR sin adaptación isquémica pero con un papel clave en la
adaptación a la isquemia prolongada que ofrece el PI.
Lamentablemente en nuestro estudio la expresión hepática del NFκB y de la enzima
iNOS se mantuvo estable durante todo el procedimiento y no se registraron diferencias entre los
grupos PI y CON. No obstante, conviene resaltar que hay importantes diferencias con nuestro
estudio. Para empezar en el citado estudio se realizaron más ciclos de PI (un total de 6) en un
modelo experimental en mamíferos de pequeño tamaño. Además, hubo también diferencias en
el diseño experimental, pues las muestras fueron recogidas entre las 2 y las 24 horas tras la IR y
el PI. Estas diferencias en el diseño experimental podrían explicar en parte las diferencias entre
ambos estudios y podrían sugerir que hubiésemos encontrado también diferencias en nuestro
estudio si hubiésemos tomado muestras en la fase tardía de reperfusión. Por estos motivos,
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pensamos que la vía de señalización del NFκB podría estar envuelta en la fase tardía del 
precondicionamiento.
Finalmente en nuestro estudio se observó que el PI pulmonar previno la apoptosis
hepática, lo cual queda demostrado al analizar los niveles de la proteína Caspasa 3. Los niveles
de Caspasa 3 en el hígado fueron significativamente inferiores en el grupo PI respecto al grupo
CON durante la reperfusión.
Los hallazgos de nuestro estudio respecto a la prevención de la apoptosis no son un
hecho aislado. Otros autores han demostrado que la apoptosis juega un papel clave en los
efectos deletéreos inducidos por la IR y a su vez el PI diminuye la actividad apoptótica. De
hecho, en un estudio experimental en ratas en el que se establecieron maniobras de PI en 
miembros inferiores se observó una limitación de la apoptosis hepática (194).
La eficacia del PI parece depender en cierta manera del número de ciclos de IR
establecidos, de la duración de cada ciclo y de la duración global de las maniobras de PI. 
Revisando la literatura se puede observar que diferentes regímenes de PI han demostrado
ejercer un efecto protector en la prevención del síndrome de IR.
Respecto a nuestro estudio, el establecimiento de dos ciclos de 5 minutos de oclusión de
la arteria pulmonar intercalando 5 minutos de reperfusión entre las dos oclusiones, fue suficiente
para demostrar un efecto protector hepático. Mediante el establecimiento de nuestro régimen de
PI se consiguió un bloqueo de la expresión de mediadores proinflamatorios en el hígado (TNFα, 
IL-1, MCP-1) y se evitó la disminución de mediadores antiiflamatorios (IL-10). Además, nuestro
modelo ha demostrado también que el PI pulmonar atenúa o bloquea la apoptosis hepática.
Desgraciadamente no se ha podido demostrar en nuestro estudio alteraciones del NFκB ni del 
metabolismo del NO. Como se discute previamente este hecho puede estar relacionado con el




           
         
          
             
          
             
             
                    
       
             
        
         
   
             
                







Por otra parte, una importante limitación de nuestro estudio la constituye la complejidad
del procedimiento quirúrgico. Aunque ha quedado demostrado que la reperfusión pulmonar
induce una clara respuesta inflamatoria y apoptosis hepática, también se encontraron
incrementos de TNFα, IL-1 e MCP-1 en los animales CON antes del establecimiento de la 
reperfusión pulmonar. Este hecho, podría sugerir que en nuestro modelo experimental la
inflamación hepática pudo ser inducida tanto por el estrés quirúrgico como por el daño remoto
asociado al síndrome de IR. No obstante, el estrés quirúrgico de las grandes intervenciones y el 
síndrome de IR van de la mano y se solapan, por lo que no hay forma de discernir el impacto de
ambos elementos por separado en la respuesta inflamatoria hepática.
A nuestro favor, tenemos que los resultados presentados en nuestro estudio tiene una
relevancia obvia porque el protocolo quirúrgico usado imita procedimientos clínicos tales como el 
by-pass cardiopulmonar, la tromboembolectomía pulmonar, la resección pulmonar en manguito y
el trasplante pulmonar.
Además, el hecho de que la IR pulmonar haya inducido una disfunción orgánica remota
tiene una relevancia clínica y nos motiva a profundizar con futuros estudios que permitan guiar a




































       
        
   
             
       
        
       
         
          
         














1.	 En el presente estudio experimental la isquemia-reperfusión pulmonar indujo una
respuesta inflamatoria hepática caracterizada por un desequilibrio entre las citoquinas
pro y antiinflamatorias.
2.	 El aumento de los niveles de mediadores proinflamatorios se acompañó de un aumento
en el grado de apoptosis en el parénquima hepático.
3.	 La respuesta inflamatoria y apoptótica hepática secundaria a la isquemia-reperfusión
pulmonar fue bloqueada por el precondicionamiento isquémico pulmonar.
4.	 Estos resultados sugieren que el precondicionamiento isquémico pulmonar podría
proporcionar protección hepática remota desde los primeros minutos de la reperfusión
pulmonar, mediante la modulación de los mediadores de respuesta inflamatoria y
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